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jtiq .'jU: SYKTHETISCHE FRAGMENTS ZOR KOHSTRUHIOK DES 
mWl IRYPSIR-tHHlBlIOR-GEHS AOS S0JA9QKHEK 



Der Anmelder hat eine Erklarung nach Regel 28 (4) EPU (Herausgabe einer Probe nur an etnen Sachverstandigen) eingereicht. 
Eingangsnummem der Hinterlegungen: Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellculturen GmbH 4380; the American 
Type Culture Collection ATCC 40235, 40236, 67700, 67701. 

Die Mikroorganismen sind bei der Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zeilkulturen GmbH unter der Nummer DSM 4380 
und bei the American Type Culture Collection unter die Nummern ATCC 40235, 40236, 67700 und 67701 hinterlegt worden. 

@ Verfahren zur Bekampfung von Pflanzenschadllngen. 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Bekampfung von Pflanzenschadlingen, das auf Proteinase-lnhi- 
bitoren basiert, die in der Pflanze als Folge einer genetischen 
Manipulation synthetisiert werden. Sie betrifft auch transgene 
ein- und zweikeimblattrige Pflanzen, die Gene enthalten, die am % . 

Proteinase-Inhibitoren Oder deren Vorlaufer kodieren, sowie w w TCCATCAACA CTnceiCTC macim 

Pflanzen, die diese Gene exprimieren, und ein Verfahren zur M m aasaacajuc rer7A:rTCCT ltACmcw 

Bekampfung von Pflanzenschadlingen, indem diese sotch einer jwuctwct 
transgenen Pflanze ausgesetzt werden. Ein anderer Gegen- 
stand sind DNA-Sequenzen und Vektoren, die diese Sequen- cDHA strM3 

. - , , . _.. 3C CATC CXACACTCAC TCC7TATCAA CTTTTICAAA CTCAACCACX AACCGtTTCT 

zen enthaiten, die Proteinase-Inhibitoren kodieren. 

TCTTACACAC CACCAA 
SC CTCAAO CCACAAAACA CAAACACASC aaagaagato ctccicttca tggatc 
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B schr ibung 

V rfahren zur B kampfung v n Pflanzenschadlingen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bekampfung von Schadlingen auf Pflanzen. 
Insbesondere betrifft sie ein Verfahren zur Bekampfung von Schadlingen auf Pflanzen, indem die Schadlinge 
5 Proteinase-! nhibitoren ausgesetzt werden, die biologisch von den Pflanzen synthetisiert werden. Die 
Erfindung betrifft auch Pflanzen, die auf Grund ihres GehaJts an Proteinase-Inhibitoren den Befall durch 
Schadlinge hemmen oder fur Schadlinge toxisch sind. 

A. Proteinasen und ihre Inhibitoren 
10 Als Proteinase wird gewohnlicherweise ein Enzym bezeichnet, welches Peptidbindungen hydrolysiert, 

wodurch Molekiile, die solche Bindungen enthalten, beispielsweise Proteine, zerstort werden. Proteinasen, 

die die Peptidbindung einer terminalen Aminosaure trennen, werden als "Exoproteinasen" bezeichnet. 

Enzyme, die eine nlcht-terminale Peptidbindung hydrolysieren, werden als "Endoproteinasen" bezeichnet Im 

Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird der Ausdruck jedoch auch als auf Stoffe anwendbar 
15 erachtet, die Peptidbindungen durch andere als Hydro lysemechanism en spalten. 

Beide genannten Proteinaseklassen zeigen verschiedene Wirkungsweisen. Exoproteinasen konnen 

entweder am N-terminalen oder am C-terminalen Ende des Peptids schneiden. Aminopeptidasen wirken am 

N-terminalen Ende, Carboxypeptidasen greifen am C-terminalen Ende an. 
Endopeptidasen sind im allgemeinen spezifischer in ihren Wirkungen. Durch Konvention werden diese 
20 Enzyme in vier Hauptklassen eingeteilt, die die Art der hydrolysierten Bindungen und/oder die Vertiefung, die 

den Ort der Hydrolyseaktivitat umgibt, und/oder das Erfordernis eines charakteristischen Teils in der 

Proteinase widerspiegeln. 

Serin-Endoproteinasen werden durch die Beteiligung einer Serin-Hydroxyl-gruppe des abzubauenden 
Proteins in der Hydrolysereaktion charakterisiert. Als Gruppe sind diese Proteinasen wahrscheinlich am 
25 besten charakterisiert. Sie kommen jedoch in mikrobiellen und tierischen Geweben offenbar weitaus haufiger 
vor als in pflanzlichen Geweben. 

Thiolproteinasen, die auch als Sulfhydrylproteinasen bezeichnet werden, sind offenbar die haufigste Gruppe 
von Proteinasen in Pflanzengeweben. Sie sind durch die offensichtliche Beteiligung von Schwefel in 
irgendeiner Form an der Hydrolysereaktion gekennzeichnet. Eine freie Sulfhydrylgruppe am Cystein ist im 
30 aktiven Zentrum einer Reihe dieser Proteinasen identifiziert worden. 

Die sauren Proteinasen, die auch als Carboxylproteinasen bekannt sind, sind im Pflanzen- und Tierreich weit 
verbreitet. Die aktiven Zentren enthalten offenbar zwei Asparaginsaureseitenketten, die sich ein gemeinsames 
Proton und eine Hydroxylgruppe von einem Tyrosinrest teilen. 
Die Metallproteinasen sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung generisch so definiert, dass sie solche 
35 Proteinasen umfassen, die nicht in eine der obigen drei Gruppen fallen und die wenigstens ein MetaHion fur 
ihre hydrolytischen Aktivitaten brauchen. Calcium, Zink und Eisen gehoren zu den ublicherweise in solchen 
Proteasen gefundenen Metallen. 

Proteinase-Inhibitoren sind Stoffe, die als Antagonisten wirken, indem sie die Aktivitat von Proteinasen 
unterbinden oder einschranken. Eine grosse Zahl von Klassifizierungsschemata ist entwickelt worden, urn die 
40 Aktivitaten bestimmter Inhibitoren mit den jeweiligen Zielproteinasen und/oder anderen Inhibitoren zu 
korrelieren. Die gebrauchlichste Klassifizierung korreliert die Aktivitat des Inhibitors mit der der Protei nase. 
Deshalb sind die vier Hauptklassen von Proteinase-Inhibitoren Serin-Proteinase-lnhibitoren, Thiolproteinase- 
Inhibitoren, saure Proteinase-Inhibitoren und Metallproteinase-lnhibitoren. 
Serin-Proteinase-lnhibitoren kommen naturlicherweise in verschiedenen Gewebearten von Pflanzen vor. 
45 Sie sind offenbar gegen eine sehr grosse Anzahl von Serin-Proteinasen, die sowohl von Insekten als auch von 
Mikroorganismen stammen konnen, wirksam. Es gibt Anhaltspunkte, dass die Zielproteinase durch die 
Bildung eines stabilen Komplexes zwischen Proteinase und Inhibitor inaktiviert wird, der unfahig ist, Peptide 
zu hydrolysieren. 

Vom mechanistischen Standpunkt aus werden die Inhibitoren der sauren Proteinasen und Metal Iproteina- 
50 sen weniger gut verstanden. Sie kommen uberall im Pfianzenreich vor, obwohl sie offenbar weniger 
allgegenwartig sind als Serin-Proteinase-lnhibitoren. Es wird angenommen, dass die Inhibitoren der 
Thiolproteinasen hauptsachlich durch einen Mechanismus wirken, durch den der charakteristische 
Schwefelrest blockiert wird. 
Proteinase-Inhibitoren konnen auch aufgrund struktureller Merkmale klassifiziert werden. Eine grosse Zahl 
55 von Proteinase-Inhibitoren mit niedrigem Molekulargewicht ist bekannt, grosstenteils nichtnaturlichen, 
synthetischen Ursprungs und als Laborreagens geeignet. Eine Zahl von naturlich vorkommenden Inhibitoren 
mit niedrigem Molekulargewicht ist charakterisiert worden, die aus bakterieilen und pilzlichen Quellen 
stammen. Diese Gruppe schliesst Inhibitoren wie die Leupeptine, Antipaine und Pepstatine ein. Viele naturlich 
vorkommende Proteinase-Inhibitoren sind tatsachlich Proteine, die direkt durch Genexpression in der Zelle 
60 gebiidet oder in einer Abfolge chemischer, enzymatisch kontrollierter Reaktionen synthetisiert werden, und 
zwar unter Kontrolle solcher Enzyme, die direkt durch Genexpression in der Zelle hergestellt werden. 
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B. Proteinase-lnhibitoren in Fflanzen 

Pflanzliche Proteinase-lnhibitoren kommen haufig in pflanzlichen Geweben vor, offensichtlich als Teil eines 
biologischen Kontroilmechanismus, um die Pflanz vor dem Angriff einer Vielzahl von Schadlingen zu schutzen, 
insbesondere vor Insekten oder Mikroorganismen. Es wird angenommen, dass die Pflanze als Antwort auf 
einen solchen Angriff einen oder mehrere Proteinase-lnhibitoren freisetzt, der die Proteinasen im Korper des 5 
Angreifers inaktiviert, wenn er vom Angreifer aufgenommen wird. Solche Inaktivierung stort sehr 
wahrscheinlich die Stoffwechselprozesse des Angreifers, besonders dessen Verdauungsprozesse, und 
verlangsamt oder unterbindet so dessen Metabolismus. 

Es ist gezeigt worden, dass der Zusatz von Proteinase-lnhibitoren zur Nahrung bestimmter Insekten deren 
Wachstum hemmt. Gatehouse und Boulter (1983) haben beispielsweise gezeigt, dass der Trypsin-lnhibitor 10 
aus der Augenbohne (Vigna unguicuiata) die Entwicklung der Larve von Caflosobruchus maculatus (gefleckter 
Bohnenkafer) hemmt; die Inhibitoren aus der Sojabohne (Glycine max) und aus der Limabohne (Phaseofus 
lunatus) sind jedoch viel weniger wirksam. Murdock et al. (1987) haben gezeigt, dass einige Insekten der 
Ordnung Coleoptera (Kafer) Wachstumsverzogerungen erleiden, wenn sie Inhibitoren der Thiolproteinasen 
ausgesetzt slnd. 15 

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass naturlich vorkommende Proteinase-lnhibitoren geeignete Mittel 
darstellen, um Insekten oder mikrobielle Schadlinge auf Pflanzen zu bekampfen. Der Einsatz von naturlich 
vorkommenden Inhibitoren im grossen Massstab leidet jedoch an einer Reihe von Nachteilen. Solche 
Verbindungen sind typischerweise Proteine, und bekanntermassen ist es kostspielig, diese in grossen 
Mengen zu isolieren (oder auf andere Art herzustellen), zu reinigen und zu formuiieren. Da viele von ihnen in 20 
der Umwelt schnell abgebaut werden, sind sie nur fur kurze Zeit aktiv, was wiederholte Applikationen 
erforderlich macht. Zusatzlich zum raschen Abbau sind viele Proteinase-lnhibitoren wasserloslich und nach 
dem ersten Regensturm oder nach der ersten Bewasserung weggewaschen. 

Noch nachteiliger ist moglicherweise die Unspezifitat vieler Proteinase-lnhibitoren. Viele Inhibitoren zeigen 
eine Aktivitat gegen sehr unterschiedliche Insekten und Mikroorganismen. Entsprechend kann der Einsatz 25 
eines einzelnen Inhibitors gegen einen einzelnen Schadling sehr wohl eine gewaltige, ungunstige Wirkung auf 
nutzliche Insekten und/oder Mikroorganismen haben. 

C. In vivo Synthese von Proteinase-lnhibitoren in Pflanzen 

Als Folge der Entwicklung auf dem Gebiet der Molekularbiologie ist nun die Kontrolie genetischer Prozesse, 30 
die zur biologischen Herstellung von Proteinen in einer grossen Vielfalt biologischer Organismen fuhren, in 
vielen Fallen bereits Routine. Von besonderer Bedeutung in der Entwicklung der Gentechnologie bzw. der 
rekombinanten DNA-Technologie ist die Verpflanzung von Genen aus einem Organismus in einen anderen, 
der in seinen Eigenschaften ziernlich verschieden vom Ursprungsorganismus ist, um so den Empfangerorga- 
nismus mit einem Phanotypus auszustatten, der fur ihn nicht charakteristisch ist. 35 

Die Transformation von Pflanzen hat sich langsamer entwickelt als die Transformation anderer 
eukaryotischer Organismen. Erst in den letzten Jahren sind die Techniken, Pflanzengewebe zu transformieren 
und ausgewachsene fertile Pflanzen zu regenerieren, zahlreicher und verlasslicher geworden, sodass est 
nunmehr moglich geworden ist, Pflanzen so zu transformieren, dass sie einzelne Proteine exprimieren. Heute 
stehen fur diesen Zweck ziernlich leistungsfahige Verfahren zur Verfugung. 40 

In Anbetracht der Fortschritte der rekombinanten DNA-Technologie und der Nachteile, die mit dem 
Gebrauch der Proteinase-lnhibitoren in einer reinen oder in einer im wesentlichen reinen Form verbunden 
sind, wird es nun moglich, transgene Pflanzen zu entwickeln, die fahig sind, biologisch Proteinase-lnhibitoren 
zu synthetisieren, die die Pflanzen mit einem neuen bzw. zusatzlichen Verteidigungssystem versorgen, um 
sich vor dem Angriff durch Insekten und/oder Mikroorganismen selbst zu schutzen, sodass von aussen kein 45 
Pestizid mehr appliziert werden muss. 

Die Nachteile, die oben fur die topikale Applikation von Proteinase-lnhibitoren aufgezeigt wurden, werden 
durch die Schaffung resistenter Pflanzen ganz oder zumindest weitgehend ausgeraumt. Der Inhibitor wird in 
reiner Form und ausreichender Menge in der Pflanze hergestellt, und braucht weder appliziert noch formuliert 
zu werden. Abbau in der Umwelt und Verluste sind deshalb minimal, wenn nicht sogar bedeutungslos. Die 50 
biologische Synthese eines bestimmten Proteinase-lnhibitors gestattet uberdies eine gewisse Kontrolie uber 
seine Spezifitat in der Zielpflanze. 

Die Moglichkeit, Pflanzen auf genetischer Eben mit der Fahigkeit auszustatten, einen fremden 
Proteinase-lnhibitor zu exprimieren, das heisst, einen Proteinase-lnhibitor, den sie normalerweise nicht 
exprimieren, ist kurzlich gezeigt worden (Hilder et al., 1987). In dieser Arbeit wurden Tabakpflanzen mit dem 55 
Gen transf ormiert, das den Trypsin-lnhibitor aus Vigna unguicuiata (Augenbohne) kodiert, und auf diese Weise 
wurde dem Tabak Resistenz gegenuber Heliothis virescens verliehen. 

Es ist ganz klar, dass diese Demonstration einerseits zwar gewisse Schlussfolgerungen zulasst, 
andererseits jedoch zu bedenken ist, dass Tabak nur ein Modellsystem darstellt, das problemlos transformiert 
werden kann und deshalb allgemein fur Einfuhrungsversuche zur Pflanzentransformation benutzt wird. Die 60 
vorliegende Erfindung ist jedoch auf die Transformation einer Vielfalt von Pflanzen mit Genen fur eine Vielfalt 
von Proteinase-lnhibitoren gerichtet, nicht nur zum Zwecke von Modellstudien sondern vielmehr irn Hinblick 
auf eine gewerbliche Anwendbarkeit. 

Die Variationsbreite hinsichtlich der Pflanzen und der Inhibitoren im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist 
riesig. Die Transformation von Tabak mit Genen, die Nicht-Trypsin-Proteinase-Inhibitoren kodieren, ist wegen 65 
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ihres speziellen Modellcharakters von Interesse. Die Transformation einer Vielfatt von Mono- und 
Dikotyledonen mit weitgestreuter Brauchbarkeit und wesentlichem kommerziellen Nutzen stellt einen 
bedeutenden Fortschritt dar, dessen Nutzen fur das ganze Gebiet der Landwirtschaft von grosser Tragweite 
ist. So hat die Bereitstellung von Pflanzen mit erhohter Resistenz gegen Schadlinge signifikante Vorteile nicht 
5 nur fur die Anbauer sondern auch die Verbraucher dieser Pflanzen, die als Nahrungs-. Futter-, Zier-, Faser-, 
Energie- und Arzneimittelquelle geeignet sind. 

Zusammenfassung der Erfindung 
Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bekampfung von Pflanzenschadlingen, welches im 

10 wesentlichen darauf beruht, den Schadling einer pestizid wirksamen Menge eines Proteinase-Inhibitors 
auszusetzen, wobei der Inhibitor infolge einer genetischen Manipulation in der Pflanze selbst biologisch 
synthetisiert wird, wobei die Pflanze eine Mono- oder Dikotyledone ist. Die Erfindung betrifft auch die 
transgenen Pflanzen, die Gene enthalten, die Proteinase-lnhibitoren kodieren, oder Gene, die Protein-Vorlau- 
fer der gewunschten Proteinase-lnhibitoren kodieren, und vorzugsweise solche Pflanzen, die diese Gene auch 

15 exprimieren. 

Den Schwerpunkt dieser Erfindung bilden transgene Pflanen, die als Phanotyp die Fahigkeit zur in vivo 
Synthese eines fur diese Pflanzen fremden Proteinase-Inhibitors aufweisen, wobei der Inhibitor vorzugsweise 
in einer zur Bekampfung eines bestimmten Schadlings ausreichenden Menge entsteht und auf diese Weise 
den Pflanzen eine neue oder verbesserte Resistenz gegenuber diesem Schadling verliehen wird. 
20 Einen weiteren Gegenstand bildet das Verfahren zur Herstellung von neuen transgenen einkeimblattrigen 
Pflanzen (Monokotyledonen), die den oben genannten Phanotyp aufweisen. 

Ein anderer weiterer Gegenstand ist die Entwicklung neuer transgener zweikeimblattriger Pflanzen 
(Dikotyledonen) mit besagtem Phanotyp. 

Ein anderer wichtiger Gegenstand dieser Erfindung ist ein Verfahren zur Bekampfung von Pflanzenschadlin- 
25 gen, wobei diese den erfindungsgemassen transgenen Pflanzen ausgesetzt werden. 

Kurzbeschreibung der Abbildungen 

Fig. 1 : Konstruktion von pRK252/Tn903/Bglll. 
30 Fig. 2: Konstruktion von pCIB5. 

Fig. 3 und 4: Konstruktion von pCI B4. 
Fig. 5: Konstruktion von pCIB2. 

Fig. 6: Konstruktion von pCIBIO, einem Plasmid mit breitem Wirtsspektrum, das die T-DNA-Begrenzun- 
gen und ein Gen zur Pflanzenseiektion enthalt. 
35 Fig. 7: Konstruktion von pCIB710. 

Fig. 8: Konstruktion von pCIB1 0/710. 

Fig. 9: Sequenz eines Cystatin-Gens, das gemass vortiegender Erfindung in eine transgene Pflanze 
inkorporiertwird 

Fig. 10: Synthetische Genfragmente, die vorbereitet und anschliessend zum Cystatin-Gen von Fig. 9 
40 zusammengefugt werden. 

Fig. 11: Synthetische Genfragmente, die mit dem Sojabohnen Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen 
zusammengefugt werden. 

Kurzbeschreibung der Tabellen A und B 
45 Tabelle A enthalt eine Auflistung von Pflanen, geordnet nach ihren Anwendungen. Sie ist aus Christie (1987) 
entnommen worden. 

In Tabelle B werden typische Vertreter transgener Pflanzen aufgelistet, die Gene fur Proteinase-lnhibitoren 
oder fur Vorlaufer von Proteinase-lnhibitoren enthalten, die gemass vorliegender Erfindung hergestellt 
werden, und nennt typische Vertreter von Insekten und anderen Schadlingen, gegen die diese Pflanzen 
50 resistent sind bzw. die durch diese Pflanzen unter Kontrolle gehalten werden konnen. Der Umfang der 
Erfindung, so wie sie hier beschrieben ist. ist in keiner Weise durch diese beispielhafte Auflistung begrenzt. 

AUSFUEHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG 

55 A. Allgemeine Aspekte der Erfindung 

Ganz allgemein gesprochen ist die vorliegende Erfindung auf ein Verfahren zur Bekampfung eines 
Pflanzenschadlings, der eine bestimmte Zielpflanze angreift, gerichtet, wobei das Verfahren im wesentlichen 
darauf beruht, diesen Schadling einer pestizid wirksamen Menge eines Proteinase-Inhibitors in oder auf einer 
Pflanze auszusetzen, dadurch gekennzeichnet, dass 
60 (a) besagter Inhibitor biologisch in der Pflanze als Ergebnis der Expression eines fremden Gens, das 

den Proteinase-lnhibitor kodiert, oder als Ergebnis der Expression eines oder mehrerer fremder Gene, 
die einen oder mehrere Vorlaufer des Proteinase-Inhibitors kodieren, synthetisiert wird; wobei 
(b) besagte Pflanze entweder 

(i) eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
65 Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futter- und Rasengrasern, 
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Fasern-und Holz-liefernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen; Oder 

(ii) eine Dikotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Protein-liefemden Pflanzen, Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse-und Knollen-llefernden Pflanen, 
Nusse-liefernden Pflanzen. Oelpfianzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen, Fasern- und Holz-lie- 
fernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 5 
Ein zweiter allgemeiner Aspekt der vorliegenden Erfindung richtet sich auf ein Verfahren zur Bekampfung 
eines Pflanzenschadlings, der eine bestimmte Zielpflanze angreifl, wobei dieses zweite Verfahren dadurch 
gekennzeichnet ist, den Schadiing einer pestizid wirksamen Menge eines Proteinase-lnhibltors in oder auf der 
Pflanze auszusetzen, dadurch gekennzeichnet, dass besagter Inhibitor: 

(a) biologisch in der Pflanze als Ergebnis der Expression eines fremden Gens, das den 10 
Proteinase-lnhibitor kodiert, oder als Ergebnis der Expression eines oder mehrerer Gene, die einen oder 
mehrere Vorlauf er des Proteinase-lnhibitors kodieren, synthetisiert wird ; und 

(b) aus der Gruppe von Nicht-Trypsin Proteinase-lnhibitoren, bestehend aus Inhibitoren von 
Thiolproteinasen, Metallproteinasen, sauren Proteinasen und Serin-Proteinasen auszuwahlen ist. 

Ein spezieller Aspekt der vorliegenden Erfindung richtet sich auf ein Verfahren zur Bekampfung eines 15 
Pflanzenschadlings, der eine bestimmte Zielpflanze angreift, wobei das Verfahren im wesentlichen darauf 
beruht, den Schadiing einer pestizid wirksamen Menge eines Proteinase-lnhibitors in oder auf einer Pflanze 
auszusetzen, dadurch gekennzeichnet, dass besagter Inhibitor: 

(a) biologisch in der Pflanze als Ergebnis der Expression eines fremden Gens, das den 
Proteinase-lnhibitor kodiert, oder als Ergebnis der Expression eines oder mehrerer fremder Gene, die 20 
einen oder mehrere Vorlaufer des Proteinase-lnhibitors kodieren, synthetisiert wird; wobei 

(b) der Inhibitor aus der Gruppe von Proteinase-lnhibitoren ausgewahlt ist, die aus Inhibitoren von 
Thiolproteinasen, Metallproteinasen, sauren Proteinasen und Nicht-Trypsin-Serin-Proteinasen besteht. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft eine transgene Pflanze, die ein fremdes Gen, 
welches fahig ist, einen Proteinase-lnhibitor zu exprimieren, oder ein fremdes Gen oder eine fremde 25 
Gengruppe. die fahig ist, einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors zu exprimieren, enthalt, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) besagtes Gen oder besagte Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der 
einen Proteinase-lnhibitor oder einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors kodiert, wobei 

der Proteinase-lnhibitor aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren der Serin-Proteinasen, Thiolproteina- 30 
sen, Metallproteinasen und sauren Proteinasen ausgewahlt ist; wobei 

(b) besagte Pflanze entweder 

(i) eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpfianzen, Zuckerpflanzen, Futter- und Rasengrasern, 
Fasern-und Holz-liefernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen ; oder 35 

(ii) eine Dikotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Protein-liefernden Pflanzen, Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse-und Knollen-liefernden Pflanzen, 
Nusse-iiefernden Pflanzen, Oelpfianzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen, Fasern- und Holz-lie- 
fernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

Ferner betrifft die vorltegende Erfindung auch eine transgene Pflanze, die ein fremdes Gen, welches fahig 40 
ist, einen Proteinase-lnhibitor zu exprimieren, oder ein fremdes Gen oder eine fremde Gengruppe, die fahig ist, 
einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors zu exprimieren, enthalt. dadurch gekennzeichnet, 
dass 

(a) besagtes Gen oder besagte Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der 
einen Proteinase-lnhibitor oder einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors kodiert, wobei 45 
der Proteinase-lnhibitor aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren der Thiolproteinasen, Metallproteina- 
sen, sauren Proteinasen und Nicht-Trypsin-Serin-Proteinasen ausgewahlt ist; wobei 

(b) besagte Pflanze entweder 

(i) eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpfianzen, Zuckerpflanzen, Futter- und Rasengrasern, 50 
Fasern- und Holz-liefernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen; Oder 

(ii) eine Dikotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Protein-liefernden Pflanzen, Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, 
Nusse-liefernden Pflanzen, Oelpfianzen, Zuckerpflanzen. Futterleguminosen, Fasern- und Holz-lie- 
fernden Pflanzen, Drogen enthaltenden Pflanzen sowie Gewurz-und Duftpflanzen. 55 

Ausserdem betrifft die vorliegende Erfindung transgene Pflanzen, die einen Proteinase-lnhibitor 
exprimieren, der fur das erwahnte Verfahren zur Bekampfung eines Schadlings, der eine Zielpflanze angreift, 
geeignet ist. 

B. Definitionen 60 

Urn fur ein Wares und prazises sprachliches Verstandnis der Beschreibung, der Anspruche und des 
Schutzumfangs zu sorgen, werden nachfolgende Begriffe im Rahmen dieser Erfindung wie folgt definiert: 
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Biologische Synthese eines Proteinase-tnhibitors: 

Synthese eines Proteinase-lnhibitors in einer Wirtszelle. Dieser Ausdruck umfasst: (1) Prozesse, in denen 
ein aktiver Proteinase-lnhibitor als Protein infolge der Expression eines Gens, das diesen Proteinase-inhibitor 
kodiert, produziert wird; (2) Prozesse, in denen ein Translationsprodukt posttranslational durch enzymatische 

5 Einwirkung verandert wird; und (3) Prozesse, in denen ein Protein Oder mehrere Proteine als Ergebnis der 
Expression eines Gens Oder mehrerer Gene produziert werden, wobei das Protein oder die Proteine an 
Reaktionen teilhaben, die einen oder mehrere Protein- oder Nichtprotein-Vorlaufer in einen aktiven 
Proteinase-lnhibitor umformen. Dieser letztere Prozess umfasst auch die Falle, bei denen in der Pflanze 
exogen oder endogen auftretende Stoffe in Folgereaktionen in aktive Proteinase-lnhibitoren umgewandelt 

10 werden. 

Biologische Synthese ais Ergebnis der Genexpression: 

Synthese eines Produkts in einer Wirtszelle, das direkt aus der Genexpression resultiert (d.h. ais Produkt 
der Translation), oder Synthese eines Produkts, das indirekt aus der Genexpression (d.h. ais Produkt 
15 chemischer Reaktionen, die von Translationsprodukten ausgefuhrt werden) resultiert. 

Bekampfung eines Schadtings: 
Toten eines Schadlings oder Hemmung seiner Aktivitat, sodass der Wirt verschont bleibt. 

20 Fremdes Gen oder fremde Gengruppe: 

Ein Gen oder eine Gengruppe, die von einem Wirt abstammen, der von dem, der letztlich den gewunschten 
Genotyp zeigt, verschieden ist; oder ein Gen oder eine Gengruppe, welche vom gleichen Wirt abstammen, mit 
der Massgabe, dass dieser Wirt in gewisser Hinsicht genetisch modifiziert vorliegt Veranderung in dieser 
letzteren Situation schliesst spezifisch, ohne sich darauf zu beschranken, jeden Austausch in der 

25 DNA-Sequenz des Gens oder jedes Hinzufugen eines oder mehrerer kodierender Abschnitte, die einen 
zusatzlichen Phanotyp (beispielsweise einen Antibiotika-Marker) kodieren, ein. 

Gen: 

Eine DNA-Sequenz. die aile Abschnitte enthalt, die notig sind, urn die Translation eines Proteins 
30 durchzufuhren. Die notigen Abschnitte schliessen wenigstens eine Promotorsequenz, eine kodierende 
Sequenz und ein Terminationssignal ein. Diese Abschnitte konnen, aber mussen in keiner Weise von 
derselben Quelle abstammen; d.h. der Ausdruck "Gen 0 , so wie er hier verwendet wird, umfasst 
DNA-Abschnitte, die von derselben oder von verschiedenen Quellen abstammen. 

35 Nicht-Trypsin-Proteinase : 

Eine Proteinase, deren Wirkungsweise sich wesentlich von der des Trypsins gemass vereinbarter 
Klassifizierungsschemata unterscheidet oder die der Fachman als unterschiedlich ansieht. Veranschaulichen- 
de, nicht-limitierende Beispiele fur diesen Ausdruck sind Proteinasen, die zwei oder mehrere Wirkungsweisen 
haben, von denen sich die bedeutendste wesentlich von der eines Trypsins unterscheidet, obwohl eine 

40 weniger bedeutende oder die am wenigsten bedeutende wie die eines Trypsins sein kann. Ein 
erfindungsgemasser Nicht-Trypsin-Proteinase-lnhibitor stort wenigstens die primare Wirkungsweise, unge- 
achtet irgendeiner Storung der Trypsin-Wirkungsweise. 

Pestizid wirksame Menge: 
45 Eine Menge, die ausreicht, einen Schadling zu bekampfen. 

Pflanze: 

Eine Pflanze Im herkdmmlichen Sinne, aber unter Einschluss von Pflanzengewebe, gleichgultig ob in einer 
Pflanze oder als gezuchtetes Gewebe, beispielsweise als Teil von Gewebekulturen in Nahrmedien. 

50 

Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors: 

Ein Stoff, gegebenenfalls aus Protein, der enzymatisch in der Wirtszelle in einen aktiven Proteinase-lnhibitor 
umgewandelt wird, oder der (entweder als Reaktionspartner oder als Enzym) an der Synthese eines 
Proteinase-lnhibitors teilnimmt. Dieser Ausdruck umfasst beispielsweise einzelne Verbindungen oder 
55 Gruppen von Verbindungen, die endogen oder exogen fur eine Wirtszelle auftreten. Der Ausdruck umfasst 
daruberhinaus Enzyme, die an der Synthese eines Pro teinase-lnhibitors aus zellularen Substraten teilhaben; 
in diesem Fall werden sowohl das Substrat als auch das Enzym als Proteinase-lnhibitor betrachtet. 

Proteinase: 

60 Ein Stoff, entweder eine einzelne Verbindung oder eine Gruppe von gemeinsam wirkenden Verbindungen, 
der ein Protein inaktiviert. Obwohl der Ausdruck "Proteinase" hier austauschbar mit "Protease" ist, soil hier 
und im folgenden vorzugsweise der Ausdruck "Proteinase" gebraucht werden. 

65 
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Proteinase-lnhibitor: 

Ein Stoff, entweder eine einzelne Verbindung Oder eine Gruppe von gemeinsarn wirkenden Verbindungen, 
der fahig ist, ein Protein zu inaktivieren. 

Transgene Pflanze: 5 

Eine Pflanze, die wenigstens eine DIMA-Sequenz enthalt, welche ein Gen sein kann und sich von der 
entsprechenden DNA-Sequenz in der analogen Wildtyppflanze unterscheidet. Hier und im folgenden umfasst 
der Ausdruck jede Pflanze, in der irgendeine DNA relativ zur entsprechenden DNA der Wildtyppflanze 
verandert ist. Die veranderte DNA muss jedoch nicht zwangsweise der Wildtyppflanze einen neuen Phanotyp 
verleihen. Transgene Pflanzen in diesem Sinne umfassen demnach auch Pflanzen mit einer gegenuber dem 10 
Wildtyp erhohten Zahl von Genkopien und Pflanzen mit modifizierten DNA-Sequenzen, die nicht 
notwendigerweise auf solche beschrankt sind, die Proteine kodieren. 

Funktionelle Aehnlichkeit von (nhibitoren: 

Funktionell ahnlich sind Inhibitoren, wenn sie ohne signifikante Wirkungsverschlechterung gegeneinander 15 
ausgetauscht warden konnen, d.h. wenn sie eine gleichartige Wirkung aufweisen und ihre Wirkungshohe in 
der gleichen Grossenordnung liegt. 

C. Transgene Pflanzen und Verfahren zur Schadlingsbekampfung 

~ 20 

(1 ) Transgene Pflanzen, die Proteinase-lnhibitoren alter vier Klassen enthalten, und die Verwendung dieser 
Inhibitoren 

Die vorliegende Erfindung bietet die Moglichkeit, eine Anzahl von transgenen ein- und zweikeimblattrigen 
Pflanzen vor Pflanzenschadlingen zu schutzen. Dieser Schutz basiert auf Proteinase-lnhibitoren, die 
reprasentativ fur alle vier ublichen Kiassen von solchen Inhibitoren sind und welche biologisch in diesen 25 
Pflanzen synthetisiert werden. Zu den Schadlingen, die auf diese Art bekampft werden konnen, gehoren vor 
allem Insekten, Milben, Pilze und Bakterien. 

Zielpflanzen, die im Rahmen vorliegender Erfindung besonders interessant sind, sind insbesondere (a) 
Monokotyledonen, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe der Zierpf lanzen und jener Pflanzen, die inTabelle A 
als Getreide, Gemuse- und KnoIIen-liefernde Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futter- und Rasengraser, 30 
Fasern- und Holz-liefernde Pflanzen sowie Gewiirz- und Duftpf lanzen aufgelistet sind; und (b) Dikotyiedonen, 
typmassig ausgewahlt aus der Gruppe der Zierpflanzen und jener Pflanzen, die in Tabelle A als Getreide, 
Protein-liefernde Pflanzen, Obst-liefernde Pflanzen, Gemuse- und KnoIIen-liefernde Pflanzen, NGsse-liefernde 
Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen, Fasern- und Holz-liefernde Pflanzen sowie 
Gewurz- und Duftpflanzen aufgelistet sind. Demgegenuber sind Dikotyiedonen, die Drogen enthalten, unter 35 
diesem Aspekt der Erfindung nicht eingeschlossen. 

Bevorzugte einkeimblattrige Pfianzentypen schliessen Getreide, Gemuse-und KnoIIen-liefernde Pflanzen, 
Zuckerpflanzen sowie Futter- und Rasengraser ein. Besonders bevorzugt sind Pflanzen der Gattungen Avena 
(Hafer), Hordeum (Gerste), Oryza (Reis), Sorghum (Hirse), Trithum (Weizen), Dactylis (Knauelgras) und 
Saccharum (Zuckerrohr), sowie Zea mays (Mais). 40 

Insbesondere bevorzugt sind Pflanzen der Gattung Dactylis und Zea mays, besonders Zea mays. 

Bevorzugte zweikeimblattrige Pfianzentypen schliessen Obst-liefernde Pflanzen, Gemuse- und KnoIIen-lie- 
fernde Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen sowie Fasern- und Holz-liefernde Pflanzen 
ein. Besonders bevorzugt sind Pflanzen der Gattungen Lycopersicon (Tomate), Sofanum (Kartoffel). Pisum 
(Erbse), Beta (Rube), Glycine (Sojabohne), Brassica (Raps und Kohl) und Gossyplum (Baumwolle). 45 

Am bevorzugtesten sind Pflanzen der Gattungen Lycopersicon, Solanum und Gossyplum. Eine andere 
Gruppe bevorzugter Pflanzen besteht aus Kartoffeln, Raps, Tomaten, Sojabohnen, Erbsen und Baumwolle. 

Eine Hemmung kann beispielsweise bei transgenen Pflanzen beobachtet werden, die mindestens ein 
fremdes Gen Oder eine fremde Gengruppe enthalten, das/die einen Inhibitor einer Serin-Proteinase kodiert. 
Bevorzugt sind Inhibitoren wenigstens einer Serin-Proteinase ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 50 
Thrombin, Plasmin, Elastase, Kailikrein, Subtilisin, Cathepsin G, Chymase, Acrosin, Plasminogen-Aktivator, 
Cl-Esterase, Enterokinase, Tryptase, Post-Prolin-schneidendem Enzym (Prolyl-Endoproteinase), ATP-abhan- 
giger Protease, Thermitase, Mastzellen-Proteinase I und II, Streptomyces griseus-Prote'mase A, Staphylococ- 
cus aureus V8-Proteinase, Tenebrio a-Proteinase, Urokinase. Blutgerinnungsfaktoren, Komplement-aktivle- 
renden Faktoren und den Serin-Carboxypeptidasen sowie einer Proteinase, die eine wesentliche strukturelle 55 
oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

Ausserdem kann der Inhibitor ein Trypsin- oder ein Chymotrypsin-lnhibitor sein. Wenn die Proteinase 
Chymotrypsin ist, ist der Inhibitor bevorzugt ein Kartoffel I-, Kartoffel II-, Tomaten I- oder Tomaten ll-Inhibitor. 

Die Hemmung aussert sich auch als Ergebnis der in vivo Synthese von anderen Inhibitoren von 
Serin-Proteinasen, wenn einer oder mehrere solcher Inhibitoren ein Vertreter der Bowman-Birk Inhibitor-Fami- 60 
lie, der Sojabohnen-Kunitz inhibitor-Familie, der Rinderpankreas-Trypsin (Kunitz) Inhibitor-Famiiie, der 
Kazal-Trypsin Inhibitor-Famiiie, der Sfrepfo/nyces-Subtilisin Inhibitor-Famiiie, der Kartoffel-lnhibitor l-Familie, 
der Kartoffel-lnhibitor ll-Familie. der ai-Proteinase Inhibitor-Famiiie, der Hirudin-Familie, der BdeNin-Familie, 
der Eglin-Familie, der Inter- ai-Trypsin Inhibitor-Famiiie, der Serpin-Ueberfamilie, der Cl-lnhibitor-Familie, der 
Ascaris Inhibitor-Famiiie, der Leupeptine, der Antipaine, Elastinal und Chymostatin ist. Eingeschlossen sind 65 
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Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit rnit einem der vorgenannten 
Inhibitoren haben. t . 

Besonders bevorzugte Serin-Proteinase-lnhibitoren sind der Sojabohnen-Kunitz Trypsin-lnhibitor, ai-Anti- 
trypsin (ein Belspiel fur die ai-Proteinase-lnhibitor-Familie), Eglin C und Eglin C-Mutanten, besonders Eglin C 
5 (Arg 45). 

Eine bevorzugte Gruppe von Inhibitoren, die biologisch in einer transgenen Pflanze synthetisiert werden 
und bei der Schadlingsbekarnpfung, besonders der Bekampfung von Insekten, nutzlich sind, besteht aus den 
Thiolproteinase-Inhibitoren. Bevorzugte Beispiele hierfur sind die Inhibitoren von Papain, Bromelain, Rein, 
Calpain, Cathepsin B, Cathepsin C, Cathepsin L, Cathepsin H, Cathepsin S t Chymopapain, Clostripain, 
10 Asclepain, Prolyl-Endopeptidase, Pyroglutamyl-Peptidase, Dipeptyl-Proteinase I, Hefe-Proteinase B, Strepto- 
coccus Proteinase, Staphylococcus Thiolproteinase und Actinidin sowie von Proteinasen, die eine 
wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten aufweisen. 

Besonders bevorzugte Inhibitoren sind: Cystatin, Calpastatin, Bromelain-lnhibitor, Antipain, Leupeptin, 
Chymostatin und E64 oder ein Abkdmmling davon sowie Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder 
15 funktionelle Aehnlichkeit mit den zuvor genannten aufweisen. E64 ist der Trivialname fur [N-(L-3-Transcar- 
boxyoxiran-2-carbonyl)-L-leucyl]-amido(4-guanido)-butan. Bei Abkommlingen von E64 ist Im allgemeinen die 
Gruppe -NH-(CH 2 )4-NH-C( = NH)-NH2 durch verschiedene Alkylgruppen oder durch Gruppen wie -NH- 
(CH 2 ) 4 -NH 2l -NH-(CH 2 ) 2 -CH 3 , -NH-(CH 2 ) 7 -NH 2 Oder .0 2 CCH-CH-CO-NHCH(i-propyl)-CO-NH-(CH 2 ) 2 -CH- 
(CH 3 ) 2 ersetzt. Zu den bevorzugten Inhibitoren vom Cystatintyp gehoren beispielsweise solche aus der 
20 Gruppe: Huhnereiweiss-Cystatin, Human-Cystatin A, Human-Cystatin B, Human-Cystatin C, Human-Cystatin 
S, Ratten-Cystatin a, Ratten-Cystatin p und Kininogen, beispielsweise L-Kininogen und H-Kininogen. 

Ein besonders bevorzugter Thiolproteinase-lnhibitor ist Huhnereiweiss-Cystatin. 

Daruberhinaus konnen transgene Pflanzen eine Resistenz gegen Pflanzenschadiinge aufweisen, wenn sie 
durch in vivo Synthese einen Metallproteinase-lnhibitor produzieren. Zu den bevorzugten Inhibitoren dieses 
25 Typs gehoren vor allem jene, die Carboxypeptidase A, Carboxypeptidase B, Aminopeptidase, Kollagenase, 
Calcium-abhangige neutrale Proteinase, Thermolysin, Angiotensin-umbauendes Enzym, renale Dipeptidase, 
Enkephalinase, Gelatinase und Keratinase hemmen, oder Inhibitoren von Proteinasen, die eine wesentliche 
strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit den vorgenannten Proteinasen aufweisen. 

Besonders bevorzugte Inhibitoren sind: Kartoffel Carboxypeptidase-lnhibitor, Saugetier KoIIagenase-lnhibi- 
30 tor, <x 2 -MakrogIobulin f Gewebe-Bradykinin-verstarkendes Peptid, Phosphoramidon, Bestatin und Amastatin 
sowie Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit den vorgenannten 
Inhibitoren aufweisen. 

Schliesslich wird eine Hemmung auch dann beobachtet, wenn der Inhibitor eine saure Proteinase hemmt. 
Bevorzugte Inhibitoren dieses Typs hemmen Pepsin, Renin, Cathepsin D, Chymosin, Penicillinopepsin und 
35 Scytalidium saure Protease B sowie Inhibitoren von Proteinase, die wesentliche strukturelle oder funktionelle 
Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten aufweisen. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Gruppe sind: Pepstatin, Ascaris Carboxylproteinase-lnhibitor, 
Bauhinia Pepsin Inhibitor, Scopolia japonica Proteinase-lnhibitor und Kartoffel Cathepsin D-lnhibitor sowie ein 
Inhibitor, der eine wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit den vorgenannten Inhibitoren 

40 aufweist. . 

Zu den typischen Pflanzenschadlingen gehoren Insekten, Milben, Pilze und Baktenen; dabei sind Insekten 
von besonderer Bedeutung. Tabelle B gibt einige bevorzugte Reprasentanten von Zielpflanzen an. Sie sind 
genetisch manipuliert, produzieren die angegebenen Proteinase-lnhibitoren und sind so in der Lage, die 
angegebenen Zielinsekten zu bekampfen. Diese beispielhafte Auflistung soil auf keinen Fall limitierend fur die 

45 Erfindung sein. 

Primare Zielschadlinge von Monokotyledonen, beispielsweise Mais, sind Vertreter der Ordnungen 
Coleoptera (Kafer) und Lepidoptera (Schmetterlinge), insbesondere der Gattungen Diabrotica, Diatraea, 
Ostrinia und Hefiothis. Primare Zielschadlinge von Dikotyledonen, beispielsweise Kartoffeln, Raps, Tomaten, 
Sojabohnen, Erbsen oder Baumwolle, sind ebenfails Vertreter der Ordnungen Coleoptera und Lepidoptera, 
50 insbesonders der Gattungen Diabrotica, Diatraea, Ostrinia, Hefiothis, Spodoptera und Anthonomus. 

Die Proteinase-lnhibitoren konnen in jedem Teil der Pflanze exprimiert werden, beispielsweise in den 
Wurzeln, Stengeln, Biattern, Samen oder Pollen der Pflanze. Vorzugsweise wird der Proteinase-lnhibitor in 
d ern Teil der Pflanze exprimiert, der der primare Angriffspukt des zu bekampfenden Schadlings ist. 

55 (2) Transgene Pflanzen, die Nicht-Trypsin-Proteinase-lnhibitoren enthalten, und die Verwendung dieser 
Inhibitoren 

Die vorliegende Erfindung stellt auch Mittel bereit, transgene ein- und zweikeimblattrige Zielpflanzen vor 
Pflanzenschadlingen zu schutzen, bzw. die Schadlinge mittels transgener Pflanzen zu bekampfen. Dieser 
Schutz basiert auf Proteinase-lnhibitoren, die reprasentativ fur alle vier ublichen Klassen sind und die 

60 biologisch in diesen Pflanzen synthetisiert werden. Insbesondere basiert dieser Schutz auf Inhibitoren yon 
Nicht-Trypsin-Proteinasen alier vier Kiassen, vorzugsweise auf Inhibitoren von Nicht-Trypsin-Serin-Proteina- 
sen. Schadlinge, die auf diese Art bekampft werden konnen, sind vorherrschend Insekten, Milb n, Pilze und 
Bakterien. Pflanzen von besonderem Interesse unter diesem Aspekt der vorliegenden Erfindung schliessen, 
wie bereits erwahnt, Mono- und Dikotyledonen aus Tabelle A ein und sind typmassig ausgewahlt aus der 

65 Gruppe bestehend aus Getreide, Protein-liefernden Pflanzen, Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse-und 
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Knollen-liefernden Pflanzen, Nusse-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futter- und Rasengra- 
sern, Futterleguminosen, Fasern- und Holz-liefernden Pflanzen, sowie Gewurz- und Duftpflanzen und daruber 
hinaus Drogen-enthaltenden Pflanzen. 

Bevorzugte einkeimblattrige Pflanzentypen schliessen Getreide, Gemuse-und Knolien-liefernde Pflanzen, 
Zuckerpflanzen sowie Futter- und Rasen-graser ein. Besonders bevorzugt sind Pflanzen der Gattungen A vena 
(Hafer), Hordeum (Gerste), Oryza (Rels). Sorghum (Hirse), Triticum (Weizen), Dacty/is (Knauelgras) und 
Saccharum (Zuckerrohr), sowie Zea mays (Mais). Am bevorzugtesten sind Pflanzen der Gattung Dactyfis und 
Zea mays. 

Bevorzugte zweikeimblattrige Pflanzentypen schliessen Obst-liefernde Pflanzen, Gemuse- und Knolien-lie- 
fernde Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen sowie Fasern- und Holz-liefernde Pflanzen 
und Drogen-enthaltende Pflanzen ein. Besonders bevorzugt sind Pflanzen der Gattungen Lycopersicon 
(Tomate), Solanum (Kartoffel), Pisum (Erbse), Beta (Rube), Glycine (Sojabohne), Brassica (Raps und Kohl), 
Gossypium (Baumwolle) und Nicotianafjabak). Am bevorzugtesten sind Pflanzen der Gattungen Lycopersi- 
con, Sofanum, Gossypium und Nicotiana. 

Eine Hemmung kann belspielsweise bei transgenen Pflanzen beobachtet werden, die mindestens ein 
fremdes Gen oder eine fremde Gengruppe enthalten, das/die einen Inhibitor einer Nicht-Trypsin 
Serin-Proteinase kodiert. Bevorzugt sind Inhibitoren wenigstens einer Nicht-Trypsin Serin-Proteinase, 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Thrombin, Plasmin, Elastase, Kallikrein, Subtilisin, Cathepsin G, 
Chymase, Acrosin, Plasminogen-Aktivator, Cl-Esterase, Enterokinase, Tryptase, Post-Prolin-schneldendem 
Enzym (Prolyl-Endoproteinase), ATP-abhangiger Protease, Thermitase, Mastzellen-Proteinase I und II, 
Streptomyces or/set/s-Proteinase A, Staphylococcus aureus V8-Proteinase, Tenebrio a-Proteinase, Urokina- 
se, Blutgerinnungsfaktoren, Komplement-aktivierenden Faktoren und den Serin-Carboxypeptidasen sowie 
einer Proteinase, die eine wesentliche strukturelie Oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten 
hat. Ausserdem kann der Inhibitor ein Chymotrypsin-lnhibitor sein. Wenn die Proteinase Chymotrypsin ist, ist 
der Inhibitor bevorzugt ein Kartoffel Kartoffel II-, Tomaten I- oder Tomaten ll-lnhibitor. 

Die Hemmung aussert sich auch als Ergebnis der in vivo Synthese von anderen Inhibitoren von 
Nicht-Trypsin Serin-Proteinasen, wenn einer oder mehrere solcher Inhibitoren ein Vertreter der Bowman-Birk 
Inhibitor-Familie, der S/repto/nyces-Subtilisin Inhibitor-Familie, der Kartoffel-! nhibitor l-Familie, der Kartoffel- 
Inhibitor ll-Familie, der ai-Proteinase Inhibitor-Familie, der Hirudin-Familie, der Bdellin-Familie, der 
Eglin-Familie, der Inter-ai-Trypsin Inhibitor-Familie, der Serpin-Ueberfamilie, der CMnhibitor-Familie, der 
Ascaris Inhibitor-Familie, der Leupeptine, der Antipaine, Elastinal oder Chymostatin ist. Eingeschlossen sind 
Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelie oder funktionelle Aehnlichkeit mit einem der vorgenannten 
Inhibitoren haben. 

Besonders bevorzugte Nicht-Trypsin Serin-Proteinase-lnhibitoren unter diesem Gesichtspunkt der 
Erfindung sind Eglin C und Eglin C-Mutanten, besonders Eglin C (Arg 45). 

Eine unter diesem speziellen Aspekt der Erfindung bevorzugte Gruppe von Inhibitoren, die biologisch in 
einer transgenen Pflanze synthetisiert werden und nutzlich bei der Schadlingsbekampfung, besonders von 
Insekten, sind, enthait wie bereits erwahnt, einen Inhibitor einer Thiolproteinase. Bevorzugte und besonders 
bevorzugte Beispiele solcher Inhibitoren sind in den vorangehenden Abschnitten aufgelistet und sind auch 
unter diesem Gesichtspunkt der Erfindung bevorzugt. 

Ausserdem konnen transgene Pflanzen eine Resistenz gegen Schadlinge aufweisen, wenn durch die in vivo 
Synthese ein Inhibitor einer Metallproteinase produziert wird. Bevorzugte und besonders bevorzugte 
Inhibitoren unter diesem Gesichtspunkt der Erfindung sind jene, die als bevorzugt in den vorangehenden 
Abschnitten genannt werden. Schliesslich wird eine Hemmung beobachtet, wenn der Inhibitor ein Inhibitor 
einer sauren Proteinase ist. Auch hier sind unter diesem Aspekt der Erfindung bevorzugte und besonders 
bevorzugte Inhibitoren solche, die als bevorzugt in den vorangegangenen Abschnitten genannt werden. 

Zu den typischen Pflanzenschadlingen gehoren Insekten, Milben, Pilze und Bakterien; dabei sind Insekten 
von besonderer Bedeutung; Tabelle B gibt einige bevorzugte Reprasentanten von Zielpflanzen an. Sie sind 
genetisch manipuliert, produzieren die angegebenen Proteinase-lnhibitoren und sind so in der Lage, die 
angegebenen Zielinsekten zu bekampfen. Diese beispielhafte Auflistung soli auf keinen Fall limitierend fur die 
Erfindung sein. Typische zu bekampfende Schadlinge werden in den vorangehenden Abschnitten erwahnt 

D. DNA-Sequenzen 

Bei der Transformation von Pflanzen, die notig ist, urn die erfindungsgemassen transgenen Pflanzen zu 
erzeugen und das erfindungsgemasse Verfahren anzuwenden, werden DNA-Sequenzen, die die Proteinase- 
lnhibitoren oder Vorlaufer der Proteinase-lnhibitoren kodieren, fur die Manipulation eingesetzt. Entsprechend 
betrifft diese Erfindung auch die erfindungsgemass verwendeten DNA-Sequenzen. Die Transformationen 
werden nachfolgend detailliert beschrieben. 

Generisch gesehen betrifft die Erfindung eine im wesentlichen reine DNA-Sequenz, die eine kodierende 
Sequenz fur einen Proteinase-lnhibitor umfasst und die ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 
Inhibitoren von Thioiproteinasen, Metallproteinasen, sauren Proteinasen und Nicht-Trypsin-Serin-Proteinasen, 
oder eine kodierende Sequenz fur einen oder mehrere Vorlaufer, die an der biologischen Synthese eines 
Proteinase-lnhibttors teilhaben, vorzugsweise eines Nicht-Trypsin-Proteinase-lnhibitors, ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus Thioiproteinasen, Metallproteinasen, sauren Proteinasen und Serin-Proteinasen. 
Ausserdem betrifft die Erfindung eine im wesentlichen reine DNA-Sequenz, die einen Proteinase-lnhibitor 
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kodiert, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Thiolproteinasen. Metallproteinasen. 
sauren' Proteinasen und Nicht-Trypsin-Serin-Proteinasen. 

Die Erfindung ist auch so zu verstehen, dass sie Vektoren umfasst, die Sequenzen tragen, die 
Proteinase-lnhibitoren oder Vorlaufer von Proteinase-lnhibitoren kodieren, und solche Sequenzen, die in im 
5 wesentlichen reiner Form isoliert wurden. 

Bevorzugt sind solche Sequenzen fur Inhibitoren, die wirksam gegen Pfianzenschadlinge, insbesondere 
Insekten, Milben, Pilze und Bakterien sind. Von besonderer Bedeutung sind solche Sequenzen. die Inhibitoren 
oder Vorlaufer von Inhibitoren kodieren, die wirksam gegen Insekten sind. 

Es handelt sich typischerweise urn Sequenzen, die entweder aus einem Tier, einem Bakterium. einem Pilz 
10 oder einer Pflanze, die einer anderen Art als die Zielpflanze angehort, stammen oder die eine wesentliche 
Sequenzhomologie mit Proteinase-lnhibitorgenen aufweisen, die aus einem der vorgenannten Organismen 

stammen. , ..... 

In den Fallen, in denen die Erfindung auf einen Inhibitor einer Nicht-Trypsin-Serin-Proteinase gerichtet Ist, 
handelt es sich urn einen Inhibitor, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Chymotrypsm, 

15 Thrombin, Piasmin, Elastase, Kallikrein, Subtilisin, Cathepsin G, Chymase, Acrosin, Plasminogen-Aktivator, 
Cl-Esterase, Enterokinase, Tryptase, Post-Prolin-schneidendem Enzym (Prolyl-Endoproteinase), ATP-abhan- 
giger Protease, Thermitase, Mastzeiien-Proteinase I und II, Streptomyces gr/seus-Proteinase A, Staphylococ- 
cus aureus V8-Proteinase, Tenebrio a-Proteinase, Urokinase, Blutgerinnungsfaktoren, Kompiement-aktivie- 
renden Faktoren und den Serin-Carboxypeptidasen sowie einem inhibitor einer Proteinase, die eine 

20 wesentliche struktureile oder funktionelie Aehniichkeit mit einer der genannten hat. 

Wie bereits erwahnt, umfasst die Erfindung auch DNA-Sequenzen, die einen oder mehrere Vorlaufer 
kodieren, die an der biologischen Synthese eines Proteinase-lnhibitors teilhaben, wobei besagter Inhibitor 
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Thiolproteinasen, Metallproteinasen, sauren Proteinasen und 
Serin-Proteinasen. In diesem Fall ist die Serin-Proteinase ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Trypsin, 

25 Chymotrypsin, Thrombin, Piasmin, Elastase, Kallikrein, Subtilisin, Cathepsin G, Chymase, Acrosin, 
Plasminogen-Aktivator, Cl-Esterase, Enterokinase, Tryptase, Post-Prolin-schneidendem Enzym (Prolyl-Endo- 
proteinase), ATP-abhangiger Protease, Thermitase, Mastzeiien-Proteinase I und II, Streptomyces gnseus-Pro- 
teinase A, Staphylococcus aureus V8-Proteinase, Tenebrio a-Proteinase, Urokinase, Blutgerinnungsfaktoren, 
Komplementaktivierenden Faktoren und den Serin-Carboxypeptidasen und einer Proteinase, die eine 

30 wesentliche struktureile oder funktionelie Aehniichkeit mit einer der genannten hat. 

Spezifischer gesehen kann es einer Sequenz sein oder konnen es mehrere Sequenzen sein, die Vorlaufer 
kodieren, die zu einem Inhibitor fuhren, der ein Vertreter der Bowman-Birk Inhibitor-Familie, der 
Sojabohnen-Kunitz Inhibitor-Familie. der Rinderpankreas-Trypsin (Kunitz) Inhibitor-Familie, der Kazal-Trypsin 
Inhibitor-Familie, der S/repfo/nyces-Subtilisin Inhibitor-Familie, der Kartoff el-Inhibitor l-Familie, der Kartoffel- 

35 Inhibitor ll-Familie, der cti-Proteinase Inhibitor-Familie, der Hirudin-Familie, der Bdellin-Familie, der 
Egiin-Familie, der Inter-ai-Trypsin Inhibitor-Familie, der Serpin-Ueberfamilie, der CI-lnhibitor-Familie der 
Ascaris Inhibitor-Familie, der Leupeptine, der Antipaine, der Elastinal oder Chymostatin ist oder ein Inhibitor 
von Chymotrypsin oder ein Inhibitor, der im wesentlichen struktureile oder funktionelie Aehniichkeit mit einem 
Chymotrypsin-lnhibitor hat. In diesem letzten Fall kann es sich urn eine Sequenz handein, die den Kartoffel I-, 

40 Kartoffel II-, Tomaten l-oder Tomaten ll-lnhibitor kodiert. 

Ein weiterer Erfindungsgegenstand besteht darin, dass die DNA-Sequenz einen Proteinase-lnnibitor oder 
einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors kodiert, der zur Klasse der Inhibitoren von 
Thiolproteinasen gehort. Bevorzugte Beispiele hierfur sind die Inhibitoren von Papain, Bromelain, Ficin, 
Calpain, Cathepsin B, Cathepsin C, Cathepsin L, Cathepsin H, Cathepsin S, Chymopapain, Clostnpain, 

45 Asciepain, Prolyl-Endopeptidase, Pyroglutamyl-Peptidase, Dipeptyi-Proteinase I, Hefe-Proteinase B t Strepto- 
coccus Proteinase, Staphylococcus Thiolproteinase und Actinidin sowie von Proteinasen, die eine 
wesentliche struktureile oder funktionelie Aehniichkeit mit einer der vorgenannten aufweisen. 

Unter diesem Gesichtspunkt ist ein Inhibitor besonders bevorzugt, der entweder ein Cystatin, Calpastatin, 
Bromeiain-lnhibitor. Antipain, Leupeptin, Chymostatin oder E64 oder ein Abkommling davon ist, oder einer. 

50 der eine wesentliche struktureile oder funktionelie Aehniichkeit damit hat. In den Fallen, in denen der Inhibitor 
ein Cystatin ist, kann er ausgewahlt sein aus der Gruppe bestehend aus Huhnereiweiss-Cystatin, 
Human-Cystatin A, Human-Cystatin B, Human-Cystatin C, Human-Cystatin S, Ratten-Cystatin a, Ratten-Cy- 
statin p und Kininogen, beispieisweise L-Kininogen und H-Kininogen. 
Des weiteren kann es sich bei der DNA-Sequenz urn eine Sequenz handein, die einen Protemase-lnniDitor 

55 oder einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors kodiert, wobei die Proteinase eine 
Metallproteinase ist. Beispieisweise kann es sich dabei urn den Inhibitor der Carboxypeptidase A, 
Carboxypeptidase B, Aminopeptidase, Kollagenase, Calcium-abhangigen neutralen Proteinase, Thermofysm, 
des Angiotension-umbauenden Enzyms, der renalen Dipeptidase, der Enkephalinase. Gelatmase oder 
Keratinase handein oder urn einen Inhibitor einer Proteinase, die eine wesentliche struktureile oder 

60 funktionelie Aehniichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

Besonders bevorzugt unter diesem Blickwinkel sind DNA-Sequenzen. die Inhibitoren oder einen oaer 
mehrere Vorlaufer von Inhibitoren kodieren, und die Inhibitoren vorzugsweise aus der Gruppe bestehend aus 
Kartoffel Carboxypeptidase-lnhibitor. Saugetier Kollagenase-lnhibitor, a 2 -Makroglobulin, Gewebe-Bradykinin- 
verstarkendem Peptid, Phosphoramidon, Bestatin und Amastatin sowie Inhibitoren, die eine wesentliche 

65 struktureile oder funktionelie Aehniichkeit mit dem vorgenannten haben, sind. 
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Schliesslich betrifft die Erfindung auch DNA-Sequenzen, die einen Proteinase-lnhibitor oder einen Oder 
mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors kodieren, der ein Inhibitor einer sauren Proteinase ist. Von 
besonderem Interesse sind unter diesem Aspekt jene Falle, In denen es sich um einen Inhibitor von Pepsin, 
Renin. Cathepsin D, Chymosin, Penicillinopepsin oder Scytalidium saurer Protease B oder um einen Inhibitor 
einer Proteinase handelt. die eine wesentliche strukturelle oder funktioneile Aehnlichkeit mit einer der 5 
vorgenannten hat. Besonders bevorzugt sind dabei solche Falle, in denen der Inhibitor ein Pepstatin, Ascaris 
Carboxylproteinase-lnhibitor, Bauhinia Pepsin Inhibitor, Scopolia japonica Proteinase-lnhibitor oder Kartoffel 
Cathepsin D-!nhibitor ist oder eine wesentliche strukturelle oder funktioneile Aehnlichkeit mit einem dieser 
inhibitoren aufweist. 

10 

E. Vektoren 

Vektoren, die durch Standardverfahren hergestellt werden und die die oben beschriebenen DNA-Sequen- 
zen enthalten, stellen einen zusatzlichen Gegenstand der Erfindung dar. Vektoren sind rekombinante 
DNA-Sequenzen, die zu Isolterungs- und Vermehrungszwecken der erwahnten DNA-Sequenzen und fur die 
Transformation von geeigneten Wirten mit diesen Sequenzen benutzt werden konnen. Bevorzugte Vektoren 15 
fur Isolierung und Vermehrung sind Plasmide, die in einem geeigneten Wirtsmikroorganismus, beispielsweise 
£ coii\ vermehrt werden konnen. Bevorzugte Vektoren fur die Transformation sind jene, die fur die 
Transformation von Pflanzenzellen oder von Agrobacterium geeignet sind. Insbesondere in den Fallen, in 
denen Pflanzenzellen, nicht Protoplasten, transformiert werden soilen, ist der bevorzugte Vektor ein vom 
Ti-Plasmid abgeteiteter Vektor. Fur den direkten Gentransfer in Protoplasten kann jeder der erwahnten 20 
Vektoren benutzt werden. Geeignete Vektoren, die als Ausgangsmaterial benutzt werden konnen, sind Stand 
der Technik. Geeignete Vektoren zur Transformation von Pflanzengewebe und Protoplasten sind in de 
Framond et al. (1983), An et al. (1985), Potrykus et al. (1985) und Rothstein et al. (1987) beschrieben. 
Ausserdem sind viele weitere Vektoren bekannt, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung als 
Ausgangsmaterial geeignet sind. 25 

Die Konstruktion und die Vermehrung der Vektoren kann in einem geeigneten Wirt, beispielsweise in £ coti, 
erfolgen. Geeignete £ co/AStamme schliessen HB101, JM83, DH1, DH5a, LE392 usw. ein. Die 
erfindungsgemassen Vektoren konnen als solche im direkten Gentransfer oder in der Mikroinjektionstechnik 
benutzt werden. In bestimmten Fallen kann es vorteiihaft sein, den Vektor vor dem Gebrauch zu linearisieren. 
Alternativ dazu konnen die Vektoren in einen AgrobacteriunhWrt transferiert werden. Dieser Transfer wird 30 
durch konventionelle Techniken, wie "biparental mating" (Simon et al., 1983b), "triparentai mating" (Dittaet al., 
1980) oder Transformation (Holsters et al., 1978) erreicht. Geeignete AgrobacteriurrhSXsmme schliessen A. 
tumefaciens LBA4404, CIB542 und C58Z707 ein, ohne jedoch darauf beschrankt zu sein. 

Bevorzugte Vektoren sind solche, die die oben erwahnten bevorzugten DNA-Sequenzen umfassen. 
Ausserdem sind Vektoren bevorzugt, die in Pflanzenzellen oder in Agrobacterium funktionieren. Besonders 35 
bevorzugt sind die in den Beispielen beschriebenen Vektoren. 

F. Verfahren der Herstellung 

Die Erfindung umfasst ausserdem ein Verfahren zur Herstellung der erwahnten DNA-Sequenzen, in denen 
die DNA-Sequenz aus einer naturlich vorkommenden Quelle isoliert wird, gegebenenfalls mutiert, oder 40 
chemisch oder enzymatisch synthetisiert. 

Die Erfindung umfasst auch ein Verfahren zur Herstellung der erwahnten Vektoren, die eine wie oben 
definierte DNA-Sequenz enthalten, dadurch gekennzeichnet, dass die besagte DNA-Sequenz in einen Vektor 
eingefugt wird, der in Pflanzenzellen oder in Agrobacterium funktioniert. 

Des weiteren umfasst die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von wie oben definierten transgenen 45 
Pflanzen, dadurch gekennzeichnet, dass eine Pfianzenzelle mit einem Vektor, der eine erfindungsgemasse 
DNA-Sequenz enthalt, transformiert oder mit Agrobacterium, das solche einen Vektor enthalt, kokultiviert 
wird, und dass die Pfianzenzelle zu einer Pflanze regeneriert wird. 

Bevorzugte Verfahren sind solche, die zu den bevorzugten erfindungsgemassen DNA-Sequenzen, 
Vektoren und transgenen Pflanzen fuhren. Besonders bevorzugt sind die in den Beispielen beschriebenen 50 
Verfahren. 

BEISPIELE 

Die folgenden Beispiele dienen dazu, sowohl ailgemeine als auch spezielle Aspekte der Erfindung zu 
veranschaulichen. Sie dienen lediglich zur Erlauterung der Erfindung und haben keinerlei limitierenden 55 
Charakter. Das Ausmass der Offenbarung oder der Anspruche ist hiervon in keiner Weise eingeschrankt. 

ABKUERZUNGEN 
Bp: Basenpaare. 

2,4-D: 2,4-Dichiorphenoxyessigsaure. 60 

Dicamba: 3,6-Dichlor-2-methoxybenzoesaure. 

EDTA: 1-Ethylendiamin N.N.N', N'-tetraessigsaure. 

kBp: Kilobasenpaare. 

MES: 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure. 

MW: Molekulargewicht. 65 
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NAA: ct-Naphtha!inessigsaure. 
PEG: Polyethylenglykol. 
SDS: Natriumdodecylsulfat. 

Tris-HCI: Tris(hydroxymethyI)methylaminhydrochlorid. 
5 Upm: Umdrehungen pro Minute. 

MEDIEN 

SH-O-Medium: 

10 Medium von Schenk und Hildebrandt (1972); ohne Hormone. SH-Medium kann flussig oder fest sein, 
verfestigt durch 0,8 o/o Agar Oder 0,50/o GelRite®. Das Medium wird normalerweise hitzesterilisiert, indem 15 
bis 20 Minuten bei etwa 110° bis 121°C autoklaviert wird. 

SH-30 Medium: 
15 Sh-O Medium, das 30 u.M Dicamba enthalt 

SH-45 Medium: 
SH-0 Medium, das 45 u.M Dicamba enthalt. 

20 MS-Medium und QMS-Medium: 

Medien von Murashige und Skoog (1962). Die Medien konnen durch 0.8 o/o Agar oder Agarose oder mit 
0.5 o/o GelRite® verfestigt sein. 

Beasley und Ting Medium (Keimungsmedium fur Embryonen): 
25 Medium nach Beasley und Ting (1973). 

KM-8p Medium: 

Dieses Medium umfasst Makrolemente, Mikroelemente und Fe-EDTA wie von Kao und Michayluk (1975) 
beschrieben sowie die folgenden organischen Verbindungen: 

30 Biotin (0,01 mg/Liter), Pyridoxin-HCi (1 mg/Liter), Thiamin-HCI (10 mg/Liter), Nicotinamtd (1 mg/Liter), 
Nicotinsaure (0,1 mg/Liter), Folsaure (0,4 mg/Liter), D-Ca-Pantothenat (1 mg/Liter), p-Aminobenzoesaure 
(0,02 mg/Uter), Cholinchlorid (1 mg/Uter), Riboflavin (0,2 mg/Liter), Vitamin B12 (0,02 mg/Liter), Glycin (0,1 
mg/Liter), Saccharose (0,25 g/Liter), Glucose (68,4 g/Liter), Mannit (0,25 g/Liter), Sorbit (0,25 g/Liter), 
Cellobiose (0,25 g/Liter), Fructose (0,25 g/Liter), Mannose (0,25 g/Liter), Rhamnose (0,25 g/Liter), Ribose 

35 (0,25 g/Liter), Xylose (0,25 g/Liter), myo-inosit (0,1 g/Liter), Zitronensaure (40 mg/Liter), Fumarsaure (40 
mg/Liter), Apfelsaure (40 mg/Liter), Na-Pyruvat (20 mg/Uter), Adenin (0,1 mg/Liter), Guanin (0,03 mg/Liter), 
Thymidin (0,03 mg/Liter), Uracil (0,03 mg/Liter), Hypoxanthin (0,03 mg/Uter), Cytosin (0,03 mg/Liter) Glutamin 
(5,6 mg/Uter), Alanin (0,6 mg/Liter), Glutaminsaure (0,6 mg/Uter). Cystein (0,2 mg/Liter), Asparagin, 
Asparaginsaure, Cystin, Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin, 

40 Tryptophan, Tyrosin und Valin (jede 0,1 mg/Liter). 

Die Losung wird filtersterilisiert. Der End-pH 5.8. Die Makroelemente werden als 10fach konzentrierte, die 
Mikroelemente ais 1000fach konzentrierte Stammlosung angesetzt. Zitronen-, Fumar- und Apfelsaure sowie 
Na-Pyruvat werden als 100fach konzentrierte Stammlosung angesetzt und mit NH4OH auf pH 6,5 eingestellt. 
Adenin, Guanin, Thymidin, Uracil, Hypoxanthin und Cytosin werden ais 1000fach konzentrierte Stammlosung 

45 angesetzt und mit NH4OH auf pH 6,5 eingestellt. Die Aminosauren werden als 10fach konzentrierte 
Stammlosung (pH 6,5 mit NH4OH) hinzugefugt, urn die Endkonzentrationen zu erhalten. Die Vitaminstammlo- 
sung wird normalerweise als 100fach konzentrierte Losung bereitet. 

N6 Medium: 

50 Dieses Medium umfasst Makroelemente, Mikroelemente und Fe-EDTA wie von Chu et al. (1975) 
beschrieben, sowie die folgenden organischen Verbindungen: Pyridoxin-HCI (0,5 mg/Liter), Thiamin-HCI (0,1 
mg/Liter), Nicotinsaure (0,5 mg/Liter), Glycin (2,0 mg/Uter), und Saccharose (30 g/Liter). Die Losung wird 
autoklaviert. Der End pH ist 5,6. Makroelemente werden als 10fach konzentrierte Stammlosung bereitet und 
Mikroelemente als 1000fach konzentrierte Stammlosung. Die Vitaminstammlosung wird normalerweise als 

55 100fach konzentrierte Losung bereitet. 

YEB Medium: 

5 g/Liter Rindfleischextrakt, 1 g/Liter Hefeextrakt, 5 g/Liter Pepton, 5 g/Uter Saccharose, mit NaOH auf pH 
7,2 eingestellt, 2 mM MgCl2-Zugabe nach dem Autoklavieren. 

60 

Agarose: 

Die Herstellung und Reinigung werden beispielsweise durch Guiseley und Renn (1975) beschrieben. 
Agarose ist einer der Bestandteile von Agar. Kommerziell erhaltlicher Agar besteht normalerweise aus einer 
Mischung von neutraler Agarose und ionischem Agaropektin mit einer grossen Anzahl von Seitengruppen. 
65 Gewohnlicherweise bleibt eine bestimmte Zahi von Seitenketten intakt und bestimmt die physikochemischen 
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Eigenschaften der Agarose, wie Gelbildung und Schmelztemperatur. Agarose, die bei niedrigen Temperaturen 
schmilzt, besonders SeaPlaque® Agarose, ist ein bevorzugtes Festigungsmittel in dem hier beschrtebenen 



Verfahren. 



Caseinhydrolysat: . 
Caseinhydrolysat - Enzymatisches Hydroiysat von Rindermilchjyp 1, Sigma Co., St. Louis, MO, USA. 



Cellulase RS und R-10: 
Yakuit Honsha Co. Ltd., Tokio, Japan. 



GelRite®: 

GeiRite Gellan Gum, Scott Laboratories Inc., Fiskersville, R.I., USA. 



Nalgene® Filter: 

Nalge Co., Division von Sybron Corp., Rochester, New York, USA. 
Pectoiyase Y-23® 

Seishin Pharmaceutical Co. Ltd., Tokio, Japan. 
Parafilm®: 

Parafilm® Labor Film - American Can Co., Greenwich, CT, USA. 

ALLGEMEINE VERFAHREN REKOMBINANTEN DNA TECHNOLOGIE 

Da viele der im Rahmen dieser Erfindung verwendeten Techniken fur den Fachmann auf dem Gebiet der 
rekombinanten DNA-Technologie Routine sind, wird im Folgenden eine kurze Beschreibung der allgemein 
verwendeten Verfahren gegeben, sodass diese in den nachfolgenden konkreten Ausfuhrungsbeispielen nicht 
jedesmal wieder neu angegeben werden mussen. Alle diese Routineverfahren sind bei Maniatis et al. (1982) 
beschrieben, es sei denn, es wird gesondert darauf hingewiesen. 



A. Schnei den mit Restriktionsendonukleasen. 

Typischerweise sind in dem Reaktionsansatz etwa 50 bis 500 jig/ml DNA in der vom Hersteller, New England 
Biolabs Beverly, MA., empfohlenen Pufferldsung enthalten. 2 bis 5 Einheiten Restnktionsendonuklease 
werden' fur jedes u.g DNA hinzugefugt und der Reaktionsansatz wird bei der vom Hersteller empfohlenen 
Temperatur eine bis drei Stunden lang inkubiert Die Reaktion wird durch 1 0 minutiges Erhitzen auf 65° C oder 
durch Extraktion mit Phenol beendet; es folgt eine Prazipitation der DNA mit Ethanol. Diese Technik wird auch 
auf den Seiten 104 bis 106 der Maniatis et al.-Referenz beschrieben. 

B Behandlung d er DNA mit Polymerase zur Herstellung glatter Enden. 

DNA-Fragmente werden in dem vom Hersteller. New England Biolabs, empfohlenen Puffer in emer 
Konzentration von 50 bis 500 ng/ml einem Reaktionsansatz hinzugefugt. Der Reaktionsansatz enthalt alle vier 
Desoxynukleotidtriphosphate in einer Konzentration von 0.2 mM. Die Reaktion erfolgt wahrend 30 Minuten bei 
15°C und wird anschliessend durch 10 minutiges Erhitzen auf 65°C beendet. Fur Fragmente. die durch 
Schneiden mit Restriktionsendonukleasen erhalten werden, welche S'-uberstehende Enden erzeugen, wie 
EcoRI und BamHI. wird das grosse Fragment, oder Klenow-Fragment, der DNA-Polymerase verwendet Fur 
Fragmente, die durch Endonukleasen erhalten werden. welche 3'-uberstehende Enden erzeugen, wie Pstl und 
Sad, wird die T4-DNA-Polymerase verwendet. Die Verwendung dieser beiden Enzyme wird auf den Seiten 1 13 
bis 121 der Maniatis et al.-Referenz beschrieben. 

C. Agarose-Gelelektrophorese und Reinlgung von DNA-Fragmenten aus den Gelen. 

Die Agarose-Gelelektrophorese wird in einem horizontalen Apparat durchgef uhrt, wie auf den Seiten 150 bis 
163 der Maniatis et al.-Referenz beschrieben. Als Puffer wird der dort beschriebene Tris-Boratpuffer 
verwendet Die DNA-Fragmente werden durch 0.5 ug/ml Ethidiumbromid gefarbt, das entweder im Gel- oder 
Tankpuffer bereits wahrend der Elektrophorese vorhanden ist oder aber erst nach der Elektrophorese 
zugegeben wird. Die DNA wird durch Beleuchtung mit kurz- oder langwelligem Ultraviolettlicht sichtbar 
gemacht. Wenn die Fragmente vom Gel abgetrennt werden sollen, wird eine Agarose verwendet, die bei 
niedriger Temperatur geliert und von Sigma Chemical, St. Louis, Missouri, bezogen werden kann. Nach der 
Elektrophorese wird das gewunschte Fragment ausgeschnitten, in ein Plastikrohrchen gegeben, etwa 15 
Minuten auf 65° C erhitzt, dreimai mit Phenol extrahiert und zweimal mit Ethanol gefallt Dieses Verfahren ist 
gegenuber dem von Maniatis et al. auf Seite 170 beschriebenen leicht verandert. 

D. Anknupfen synthetischer Unkerfragmente an DNA-Enden. 

Wenn eine neue Endonukieaseschnittstelle an das Ende eines DNA-MolekQIs angefugt werden soli, wird 
das Molekul gegebenenfalls zuerst mit DNA-Polymerase behandelt, urn glatte Enden zu erzeugen, wie in 
Abschnitt B beschrieben. Etwa 0.1 bis 1.0 u.g dieses Fragments wird zu etwa 100 ng phosphoryiierter 
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Linker-DNA (New England Biolabs) zugegeben, die in einem Volumen von 20 uJ bis 30 uJ eines vom Hersteller 
empfohlenen vorliegt, zusammen mit 2 u.1 T4 DNA-Ligase (New England Biolabs) und 1 mM ATP. Nach einer 
Inkubation uber Nacht bei 15°C wird die Reaktion durch 10 minutiges Erhitzen auf 65°C beendet. Der 
Reaktionsansatz wird in einem fur die Restriktionsendonuklease, welche die synthetische Linkersequenz 

5 schneidet, geeigneten Puffer auf etwa 100 uJ verdunnt. Ungefahr 50 bis 200 Einheiten dieser Endonukiease 
werden diesem Ansatz hinzugefugt. Die Mischung wird 2 bis 6 Stunden bei der angemessenen Temperatur 
inkubiert, dann wird das Fragment einer Agarose-Gelelektrophorese unterworfen und wie in Abschnitt C 
beschrieben gereinigt. Das resultierende Fragment sollte nun Endigungen aufweisen, wie sie durch Schneiden 
mit der jeweiligen Restriktionsendonuklease erzeugt werden. Diese Enden sind gewohnlich kohasiv, so dass 

10 das resultierende Fragment nun leicht mit anderen Fragmenten, die die gleichen kohasiven Enden aufweisen, 
verknupft werden kann. 

E. Entfernen von S'-terminalen Phosphaten von DNA-Fragmenten. 

Die Rezirkularisation eines Vektors wahrend der Plasmidklonierung kann durch die Behandlung des 
15 Vektorplasmids mit Phosphatase vermindert werden (diskutiert auf Seite 13 der Maniatis et al.-Referenz). 
Nach der Verdauung der DNA mit der richtigen Restriktionsendonuklease wird eine Einheit alkalische 
Phosphatase aus dem Darm von Kalbern zugegeben, die von Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN, bezogen 
werden kann. Die DNA wird eine Stunde bei 37° C inkubiert und anschiiessend zweimal mit Phenol extrahiert 
und mit Ethanol gefallt. 

20 

F. Verknupfen der DNA-Fragmente. 

Wenn Fragmente mit komplementaren kohasiven Enden miteinander verknupft werden sollen, werden etwa 
100 ng von jedem Fragment in einem Reaktionsgemisch von 20 u.l bis 40 uJ mit etwa 0.2 Einheiten T4 
DNA-Ligase (New England Biolabs) in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer inkubiert. Die Inkubationszeit 
25 betragt zwischen 1 bis 20 Stunden bei einer Temperatur von 15° C. Sollen DNA-Fragmente mit glatten Enden 
verknupft werden, so werden diese in der zuvor angegebenen Weise inkubiert, wobei die Menge an T4 
DNA-Ligase in diesem Fall auf 2 bis 4 Einheiten erhoht wird. 

G. Transformation von E. coll 

30 Der E coli Stamm HB101 wird fur die meisten Experimente verwendet. Die DNA wird dabei mit dem 
Kalziumchloridverfahren, das von Maniatis et al., auf den Seiten 250 bis 251 beschrieben wird, in E coli 
eingefuhrt. Transformierte Bakterien sind zu einem selektiven Wachstum auf Medien befahigt, die ein 
geeignetes Antibiotikum enthalten. Diese Fahigkeit zum selektiven Wachstum macht es moglich, die 
gewunschten Bakterien von denjenigen Wirtsbakterien zu unterscheiden, die keine transformierende DNA 

35 erhalten. Die Bestimmung geeigneter Antibiotika fur die Selektion von Wirtsbakterien ist Routine und basiert 
auf der Kenntnis der Resistenzgene, die sich auf der eingeschleusten DNA befinden, sowie der Sensitivitat der 
Wirtsbakterien gegenuber bestimmten Wirkstoffen. Wenn beispielsweise bekannt ist, dass ein bestimmtes 
Wirtsbakterium gegenuber dem Antibiotikum Ampiciilin sensitiv ist und auf der eingeschleusten transformie- 
renden DNA ein entsprechendes Resistenzgen gegen Ampiciilin vorliegt, dann ist Ampiciilin ein geeignetes 

40 Antibiotikum fur die Selektion der Transformanten. 

H. Screening von E coli auf Plasmide. 

Nach der Transformation werden die resultierenden Kolonien von E. coli mit Hilfe eines schnellen 
Plasmidisoiationsverfahrens auf das Vorhandensein des gewunschten Plasmids gepruft. Zwei gebrauchliche 
45 Verfahren werden auf den Seiten 366 bis 369 der Maniatis et al.-Referenz beschrieben. 

I. Isolierung von Plasmid-DNA in grossem Massstab. 

Verfahren zur Isolierung von Piasmiden aus £ coffin grossem Massstab werden auf den Seiten 88 bis 94 der 
Maniatis et al.-Referenz beschrieben. 

50 

J. Klonierung in M13 Phagenvektoren. 

Fur die folgende Beschreibung gilt selbstverstandlich, dass fur Routineverfahren, wie Schneiden mit 
Restriktionsendonuklease, Verknupfen etc., die doppelstrangige repiikative Form der Phage M13-Abk6mmlin- 
ge benutzt wird. 

55 

I. Identifizierung von Proteinase-lnhibitoren 

Beispiel 1: In vitro Test zur Selektion von Proteinase-lnhibitoren, die wirksam gegen Zielinsekten sind 
60 A. Test-Verfahren. 

Proteinase-lnhibitoren werden am Anfang.auf ihre Aktivitat gegenuber dem gewunschten Zielinsekt gepruft, 
indem die Fahigkeit einzelner inhibitoren gemessen wird, die Proteolyse durch Homogenate aus dem Darm 
des Insekts zu hemmen. Die Darme werden aus mit CO2 anasthesierten Oder gefrorenen Larven im zweiten 
oder dritten Hautungsstadium herausgeschnitten; die Darme werden sofort nach dem Herausschneiden auf 
65 Trockeneis gefroren. Die Darme werden in 100 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8,5 homogenisiert (Wolfson und 
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Murdock, 1987), indem 5 bis 10 jjJ Puffer pro Darm verwendet werden. Das Homogenat wird mit 5000 Upm 5 
Minuten lang bei 4°C zentrifugiert, um Partikel abzutrennen, und der Ueberstand wird in 1 mi Aliquots bei 
-20° C aufbewahrt. Die Protease-Aktivitat wird im wesentlichen nach der Methode von Woifson und Murdock 
(1987) gemessen, indem 14 C-BSA (New England Nuclear) als Substrat verwendet und die Solubiiisierungsrat 
der Radioaktivitat mit der Zeit wahrend 32 Minuten gemessen wird. Das pH-Optimum der Protease-Aktivitat 5 
wird bestimmt, indem das Ausmass der Hydrolyse in jedem der foigenden Puffer bestimmt wird: 

pH Puffer 

2.0 200 mM Glycin/HCI 

3.0 200 mM Glycin/HCI 

4.0 200 mM p-Atanin/HCI 

5.0 200 mM Natriumacetat 

6.0 100 mM Natriumphosphat/bisphosphat 

7.0 100 mM Natriumphosphat/bisphosphat 

8.0 100 mM Tris/HCI 

9.0 200 mM Glycin/NaOH 

Nachfolgende Experimente werden bei dem pH der maximalen Aktivitat durchgefuhrt. Der Inhibitor wird dem 20 
Homogenat und dem Testpuffer 5 Minuten bei 25°C inkubiert. Das Substrat, 14 C-methyliertes Rinderserumal- 
bumin (NEN Products, Boston), mit unmarkiertem BSA auf eine spezifische Aktivitat von ~ 0,5 ^Ci/mg 
eingestellt, wird hinzugefugt und 20 u.l Aliquots werden nach 0, 2, 4, 8, 16 und 32 Minuten entnommen. Diese 
Aliquots werden zu 200 uJ eiskalter 10<>/o Trichloressigsaure gegeben und 30 Minuten in Eis aufbewahrt. 
Proben werden 10 Minuten mit 5000 Upm bei 4° C zentrifugiert, um unlosiiches Protein zu prazipitieren. Zwei 25 
75 |xl Aliquots eines jeden Ueberstandes werden in 8 bis 10 ml Scintiverse II Szintillationscocktail gegeben und 
der radioaktive Zerfail gezahlt. Die Solubilisierungsrate der Radioaktivitat wird bestimmt und die Rate fur jeden 
Inhibitor wird mit der der Kontrolle verglichen. 
B. Screening mit Darmhomogenaten von Diabrotica undecimpunctata. 

In einem typischen Experiment, in dem Darmhomogenate von D. undecimpunctata verwendet werden, 1st 30 
der optimale pH fur die Hydrolyse pH 4. Eine Anzahl von Inhibitoren wird in einem Standardtest untersucht, der 
10 \i\ Homogenat, 80000 cpm 14 C-BSA in einem Endvolumen von 200 uJ 0,2 M p-Alanin/HCI, pH 4,0 enthalt. Die 
Pepstatin-Aktivitat wird in 0,2 M Glycin/HCI, pH 2,0 gemessen. Typische Ergebnisse sind in Tabelle 1 
abgebildet. 

35 
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Tabelle 1 

Wirkung von Proteinase-lnhibitoren auf die 
Proteinase-Aktivitaten von Darmhomogenaten 
von D. undecfmpunctata 



Klasse 


Inhibitor 


Konz. 


o/o der 








Kon- 








trolle 


Thiol 


E-64 


0.25 


7.2 




Antipain 


0.1 


19.8 






0.072 


30.9 


Thinl 


I oi inontin 

ueupepun 


n 1 












Serin 








Qprin 


Anmtinin 

rt|JI UUl Ml 1 


n 1 


85.4 




f Rindernankreas- 








Trypsin-lnhibitor) 








Hnhnpr-Trvncin-lnhi- 
nutiiici 1 1 y pan i it it ii 


0.1 


62 




bitor 








Kartoffel 1 


0.1 


55.4 




(Chymotrypsin-Inhi- 








bitor) 








Kartoffei II 


0.1 


42.8 




(Chymotrypsin-lnhi- 








bitor) 








Soja 1 (Kunitz) 


0.1 


69.7 




Trypsin-lnhibitor) 








Soja 11 


0.1 


72.5 




(Bowman-Birk) 








Limabohnen-Trypsin- 


0.1 


161 




Inhibitor 






saure 


Pepstatin 


0.02 


2.1 



Die Proteolyse durch Darmhomogenate von D. virgifera und D. balteata zeigt eine ahnlich starke Hemmung 
durch Inhibitoren der Thiolproteinasen. 

C. Hemmung der Proteolyse in Darmhomogenaten von Diabrotica virgifera und Ostrinia nubifafis. 

Proteinase-lnhibitoren werden auf ihre Fahigkeit, die proteolytische Aktivitat in Darmhomogenaten von D. 
virgifera und O. nubilaiis zu hemmen, untersucht, indem die oben beschriebenen Verfahren verwendet 
werden. Die in Tabelle 2 gezelgten Ergebnisse stimmen mit Daten uberein, die mit anderen Inhibitoren erhalten 
werden, die zeigen, dass Darmproteinasen in Ostrinia, nicht jedoch in Diabrotica durch Serin-Proteinase-lnhi- 
bitoren gehemmt werden. Insbesondere wird fur Eglin C (Arg45) gezeigt, dass es die Proteolyse durch 
Darmhomogenate von O, nubilaiis sehr wirksam hemmt; Eglin C (Arg45) ist bedeutend wirksamer als Eglin C 
und ein anderer Trypsin-lnhibitor, Vigna unguicuiata Trypsin-lnhibitor (Hilder et al., 1987). 



Tabelle 2 

Hemmung der Proteolyse in Darmhomogenaten 
von Insekten 

Inhibitor Konz. o/o der Kontrollaktivitat 

(ug/nO 

D. virgifera O. 

nubifafis 

107.6 0/0 29.9 0/0 
110.8 0/0 3.40/0 

6.2 o/o 24.9 o/o 
99.2 o/o 29.5 o/o 



Elgin C 0.5 

Elgin C 0.5 
(Arg45) 

Leupeptin 0.002 
V. unguicuiata 0.5 
Trypsin- 
lnhibitor 
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Tabelle 3 

Konzentration von Inhibitoren, die fur eine 70 o/o 5 

Hemmung der Proteolyse durch 
Darmhomogenate von O. nubilalis benotlgt wird 

Inhibitor IC70 

Elgin C (Arg45) 12 u.M w 

Elgin C 62 nM 

V. unguiculata Trypsin-lnhibitor 50 u.M 



Beispiel 2: Futterungsversuch zur Selektion von Proteinase-Inhibitoren, die wirksam gegen Zielinsekten sind 15 

Ein anderes Verfahren. die Wirksamkeit von Inhibitoren gegen ein einzelnes Zielinsekt zu bestimmen, ist, 
den Inhibitor der Nahrung zuzufugen. Die Inhibitorlosung wird auf die Oberflache der normalen Nahrung (z.B. 
junge Maisblatter fur Ostrinia nubilalis und Heliothis zea t Tabakblattscheiben fur H. virescens, Maiswurzein 
oder kultiviertes Maisgewebe fur Diabrotica spec.) aufgetragen und getrocknet. Diese Nahrung wird an frisch 
geschlupfte Larven verfuttert und die Ueberlebensrate und das Gewicht nach 5 bis 6 Tagen gemessen. 20 
Alternativ dazu konnen Larven im 2. oder 3. Hautungsstadium vor und 3 Tage nach der Futterung mit der 
behandelten Nahrung gewogen werden. 

A. Einfluss von Proteinase-Inhibitoren auf das Wachstum von Heliothis zea. 

In einem typischen Experiment werden Maisblattstreifen (1 cm 2 ) mit 12 \i\ Aliquots von Losungen von 10 25 
mg/ml Testmaterial benetzt und in einzelne Nahrungstopfe mit je einer frischgeschlupften H. zea-Larve gelegt. 
Das Gewicht der Larven wird 5 Tagen gemessen. Kontrollproteine wie Rinderserumalbumin oder Thau matin 
verursachen einen signifikanten (P < 0,05) Anstieg im Gewicht verglichen mit unbehandelten Blattern. Blatter 
mit Serin-Proteinase-lnhibitoren wie Kunitz-Trypsin-lnhibitor aus Soja oder Limabohnen Trypsin-lnhibitor 
verursachen eine signifikante Abnahme im Larvengewicht verglichen mit der KontroIIe (Tabelle 4). 30 



Tabelle 4 



Wirkung von Proteinase-Inhibitoren auf das 
Wachstum von frisch geschlupften H. zea 



Behandlung 


Durch- 
schnitts- 
gewicht 

(mai 


n 


P 


unbehandelt 


3.41 


15 




BSA 


6.65 


13 


0.005 


Thau matin 


4.57 


15 


0.1 


Soja Trypsin-lnhibitor 1 


1.59 


19 


0.005 


Limabohnen Trypsin 


2.38 


13 


0.1 



40 



45 



Inhibitor 



B. Einfluss von Proteinase-Inhibitoren auf das Wachstum von Diabrotica. 50 

Futterungsversuche mit Diabrotica spec, bestatigen den in vitro Test, der in Beispiel 1 beschrieben ist. In 
einem reprasentativen Experiment werden Zellen aus einer Maiszellsuspension mit 2,5 o/o Saccharoselosung, 
die gewunschte Mengen an Inhibitoren enthalt, durchtrankt und an D. undecimpunctata-Larven im 2. 
Hautungsstadium verfuttert. Die Gewichtszunahme nach 5 Tagen ist signifikant (t-Test p < 0.05) niedriger als 
bei Kontrollen, wenn die Zellen mit Leupeptin, Ahtipain oder Pepstatin in Konzentrationen, die 0.3 mg/ml 55 
uberschreiten, behandelt werden. In ahnlichen Experimenten wird das Larvenwachstum von D. virgifera durch 
so niedrige Leupeptindosen wie 0.1 mg/ml (Tabelle 5) gehemmt. 



60 
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Tabelle 5 



5 



Species 



Wirkung von Protease-lnhibitoren auf das Wachstum von DiabroticarLaaven 

Inhibitor Dosis (mg/ml) Durchschnittsge- 

wicht (mg) 



20 



15 



10 



D. virgifera 



D. undecimpunctata keiner 

Leupeptin 



keiner 
Leupeptin 



Antipain 



Pepstatin 



1.0 
3.0 

10.0 
1.0 
3.0 

10.0 
0.1 
0.3 
1.0 
3.0 



0.1 
0.3 
1.0 
3.0 



7.54 

5.53 

5.02 

3.55 

5.44 

5.79 

3.69 

7.42 

6.18 

5.99 

6.2 

3.67 

2.51 

1.91 

1.56 

1.28 



0.05 
0.05 
0.05 
0.05 
0.05 
0.05 
NS 



0.05 
0.05 
0.05 



0.05 
0.05 
0.05 
0.05 



25 



C. Einfiuss von Proteinase-lnhibitoren auf das Wachstum von Ostrinia. 

Der Einfiuss von Eglin C (Arg45) auf das Wachstum von frisch geschlupften O. myMa//s-Larven wird dem 
oben beschriebenen Test bestimmt. Aliquots der Inhibitor-Losung werden auf 1 cm 2 grosse Maisblattschei- 

30 ben gegeben; jedes Maisblatt wird in einen separaten Futtertopf zusammen mit einer frisch geschlupften 
Larve gegeben. 20 Larven werden fur jede Dosis getestet. Die Topfe werden 6 Tage lang bei 29° C inkubiert 
und anschliessend die Ueberlebensrate, das Insekten-Endgewicht und die gefressene Blattflache bestimmt. 
Die Applikation von 125 u.g Eglin C (Arg45) auf jedes Blattstuck bewirkt einen bedeutenden Abfall im 
Endgewicht der Larven (p > 0,05). Typischerweise ergibt der Kontakt mit Eglin C (Arg45) eine Abnahme von 

35 etwa 30 <Vb im durchschnittlichen Endgewicht der Larven, verglichen mit unbehandelten Kontrollen. 

II. Gene and Vektoren 

Ein Proteinase-lnhibitor-Gen wird aus der Quelle, in der es naturlicher-oder kunstlicherweise vorkommt, 
isoliert und, wenn notig, durch konventionelle Verfahren charakterisiert. Wenn das Gen induzierbar ist, wird es 

40 durch den zugehorigen Regulator aktivtert. Die RNA, die aus dieser Aktivierung resultiert, wird isoliert und 
benutzt, urn eine cDNA-Bibliothek anzulegen. Diese Bibliothek wird fur ein unterscheidendes Screening 
benutzt, indem radioaktiv markierte cDNA verwendet wird, die aus (1) RNA, die aus dem aktivierten System 
isoliert wurde, und (2) RNA, die aus einem zweiten, nichtaktivierten System isoliert wurde, erzeugt wurde. 
cDNA-Klone, die den induzierten Klonen entsprechen, werden anschliessend isoliert und sequenziert. 

45 Wenn* von dem gewunschten Gen nicht bekannt ist, ob es induzierbar ist, kann es unter Verwendung 
immunologischer Verfahren isoliert werden. Das Protease-Inhlbitor-Protein wird als Antigen zur Produktion 
eines Antikorpers verwendet, der dann benutzt wird, urn eine rekombinante Phagen cDNA-Bibliothek in 
X-GT11 entsprechend dem Verfahren von Young und Davis (1983) zu screenen. Positive Klone werden mit 
radioaktiv markierten gemischten Oligonukleotiden (Wood et al M 1985) gescreent, die entsprechend der 

50 bekannten Aminosauresequenz des Proteins erzeugt wurden. 

Beispiel 3: Proteinase-lnhibitor-Gene 

A. Reinigung von Proteinase-lnhibitoren. 

55 Viele Proteinase-lnhibitoren sind kommerziell in gereinigter oder teilweise gereinigter Form erhaltlich und 
die Reinigungsvorschriften fur zahlreiche andere sind bekannt [siehe Barrett und Salvesen (1986) wegen 
ausfuhrlicher Referenzen]. Weitere Reinigung von Material kann durch Affinitatschromatographie an Saulen 
mit den zugehorigen inaktivierten Enzymen erfolgen. 
In einer typischen Reinigung mit dem Ananas Bromelain-lnhibitor wird die Enzym-Saule mit Bromelain im 

60 wesentlichen wie von Anastasi et ai. (1983) fur Carboxymethylpapain beschrieben vorbereitet. Das Bromelain 
wird mit Jodacetamid behandelt, urn es zu inaktivieren. Das Carboxymethylbromelain wird anschliessend 
gemass der vom Hersteller empfohlenen Methode an CNBr-aktivierte Sepharose (Pharmacia) gekoppelt. 
Nach intensivem Waschen ist die Saule in 0,05 M NaP0 4 , pH 4,0, 0,5 M NaCI, 0,1 °/o Brij 35 aquilibriert und wird 
mit einem Saulenvolumen 50 mg/ml Rinderserumalbumin im gleichen Puffer behandelt, urn unspezifische 

65 Bindungsstellen zu blockieren. Die Saule wird sorgfaltig gewaschen und das teilweise gereinigte Bromelain 
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(Sigma), gelost in pH 4,0 Puffer, der 10 % Glycerin an Steile von Brij 35 enthalt, wird auf die Saule aufgetragen. 
Nach sorgfaltigem Waschen mit pH 4 t 0 Puffer wird die Saule mit 0,05 M NaPCU. pH 11,5, 0,5 M NaCI, 10 o/o 
Glycerin eluiert. Die Aktivitat wird geprOft, indem die Fahigkeit, den Abbau von 14 C-BSA durch Bromelain zu 
hemmen, getestet wird. 

Wenn Inhibitoren isoliert werden, die einen hohen Aktivitatsgrad gegenQber der Protease eines einzelnen 5 
Insektes haben, isoliert werden, kann die Effizienz der Reinigung durch den in Beispiel 1 beschriebenen Test 
uberpruft werden. Urn die Selektivitat zu erhdhen, kann das Insektenenzym durch Affinitatschromatographie 
an einer Inhibitor-Saule gereinigt und anschliessend verwendet werden, um eine Affinitatssaule zur Reinigung 
neuer Inhibitoren herzustellen. Falls notig konnen weitere Reinigungen von Inhibitoren zur Proteinsequenzie- 
rung mit Hiife der Reverse Phase HPLC erreicht werden. 10 

B. Aminosauresequenzierung von Proteinase-lnhibitoren. 

Im Faile von Proteinen, deren Aminosaurensequenz noch nicht aus der Literatur bekannt ist, wird die 
Aminosaurensequenz durch automatischen Edman Abbau bestimmt, indem ein Model! 470A Protein 
Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA), ausgestattet mit einer on-line Reverse Phase HPLC zur 15 
Analyse der Phenylthiohydantoinderivate der Aminosauren und einem Model! 900 Datenanalysesystem, 
verwendet wird. Peptide werden durch enzymatischen Abbau mit Trypsin, Lys-C (Lysin-Endopeptidase), 
Arg-C (Arginin-Endopeptidase) Oder GIu-C [Staphylococcus aureus Protease V8) hergestellt und vor der 
Sequenzierung durch Reverse Phase HPLC getrennt. 

20 

C. Synthese eines Proteinase-lnhibitor-kodierenden Gens: Huhnereiweiss-Cystatin. 

Fur Proteine mit weniger als 150 Aminosauren, deren Aminosaurensequenz vollstandig bekannt ist, kann ein 
Gen durch DNA-Synthese konstruiert werden. Im Fall von Huhnereiweiss-Cystatin wird die Aminosaurense- 
quenz (Schwabe et al„ 1984; Turk et al., 1983) rucktranslatiert, indem der genetische Code mit der 
Codonfrequenz verwendet wird, die aus alien verfugbaren Maisproteinen der GenBank Datenbank unter 25 
Benutzung der Computerprogramme der Genetik-Computer-Gruppe der Universitat von Wisconsin berechnet 
wurde. Translations-Stop- und Startsignale werden zusammen mit BamHI Linkern zur Erleichterung bei 
nachfolgenden Manipulationen an beiden Enden angefugt. Dieser Prozess ergibt die in Fig. 9 gezeigte 
Sequenz. 

Oligonukleotide, die den Abschnitten A bis K (Fig. 10) entsprechen, werden mit Hilfe eines Modell 380A 30 
DNA Synthesizers (Applied Biosystems, Foster City CA) mit p-Cyanoethytchemie synthetisiert. 
Das Gen wird in drei Schritten zusammengesetzt: 

(1) Anfugen von 5'-Phosphat: 

Ein 5'-Phosphat wird an die 5'-Enden aJler Fragmente mit Ausnahme der Fragmente A und K angefugt, 35 
indem 40 pmol jedes Fragments B. C, D, E, F, G, H, I und J und die T4 Polynukleotid-Kinase vermischt werden, 
gemass dem von Maniatis et al. (1982) beschriebenen Verfahren. 

(2) Hybridisierung: 

Nach dem Entfemen von uberschussigem Reagens durch Phenol/Chloroform-Extraktion, Chloroform-Ex- 40 
traktion und Ethanol-Fallung wird der Niederschlag, der die phosphoryiierten Fragmente enthalt, in T4 
Ligase-Puffer gelost. 40 pmol von jedem Fragment A und K werden hinzugefugt, die Mischung wird auf 85°C 
erhitzt, anschliessend langsam auf 15°C abgekuhlt und bei dieser Temperatur fur wenigstens 4 Stunden 
inkubiert, damit die Fragmente hybridisieren konnen. 

45 

(3) Verknupfen: 

ATP wird bis zu einer Konzentration von 1 mM zusammen mit T4 Ligase hinzugefugt und die Inkubation 
wird 4 Stunden lang fortgesetzt. Die Reagentien werden durch Extraktion und Fallung wie in Schritt (1) 
entfernt. Um die Wirksamkeit der Reaktion zu uberprufen, wird ein Aliquot der Produkte in einem 10 bis 15 o/o 
Acrylamidgel analysiert. Eine Bande, die 363 Bp entspricht, ist sichtbar. Falls notig, kann das entsprechende 50 
Fragment durch preparative Gelelektrophorese gereinigt werden, bevor f ortgefahren wird, es mit dem Vektor 
zu verknupfen. 

D. Synthese eines Gens, das einen Proteinase-lnhibitor kodiert: Eglin C und Eglin C-Mutanten. 

55 

(1) Eglin C-Gen: 

Die Herstellung des Plasmids pML147, das das Eglin C-Gen enthalt, wird in EP 146 785 beschrieben. Der £ 
coli Stamm HB101/pML147, der dieses Plasmid enthalt, wurde am 28. Januar 1988 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen (DSM), Mascheroder Weg 1b, D-3300 Braunschweig, Bundesrepublik 
Deutschland unter der Hinterlegungsnummer DSM 4380 hinterlegt. Das 230 Bp EcoRI-BamHI Fragment, das 60 
das komplette Eglin C-Gen enthalt, wird aus 10 u,g Plasmid pML147 durch Schneiden mit den 
Restriktionsendonukleasen EcoRI und BamHI und nachfolgende Elektrophorese in 1,5 o/o Agarose mit 
niedrigem Schmelzpunkt isoliert. Das EcoRI Ende wird durch Verknupfen mit einem Linker, der so gewahlt ist, 
dass die kodierende Sequenz im richtigen Leserahmen ist, ist ein BamHI Ende uberfuhrt. Nach der Isolierung 
wird das modifizierte Fragment in die BamHI-Schnittsteile des CaMV35S Promotors im pCIB710 Vektor 65 
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eingefugt, wie es in Beispiel 5 beschrieben ist. 

(2) M13 Klonierung des Eglin C-Gens: 

Etwa 0,5 p.g des 230 Bp EcoRI-BamHI Fragments, das das kornplette Eglin C Gen enthalt, wird aus 10 u.g 
5 Piasmid pML147 wie oben beschrieben isoiiert. Dieses DNA-Fragment (10 ng) wird mit 40 ng M13mp8 
vermischt, das vorher mit EcoRI und BamHI geschnitten wurde, und in 50 mM Tris-HCI pH 7,4, 10 mM MgCte, 
10 mM ATP, 10 mM Dithiothreitol in Gegenwart von 0,125 EinheitenT4 DNA-Ugase in einem Volumen von 15 jjJ 
inkubiert (Zoiler et al„ 1983). Die resultierende Losung wird zur Transformation von £ coli Stamm JM101 
benutzt (Zoiler et a!., 1983). Die Transformationsmischung wird auf X-Gal(IPTG-lndikator AgarJPIatten 
10 aufgetragen (Zoiler et al. f 1983). 40 blaue (Wildtyp) und 650 farblose Plaques werden erhalten. 

(3) Hersteliung von M13mp8 Einzelstrang-DNA: 

2 ml £ CO//JM101 Kultur, die in L Medium (10 g/Liter Bactotrypton, 5 g/Liter Bacto Hefeextrakt, 5 g/Liter 
NaCI, 5 g/Liter Glucose, 0,1 g/Liter Ampicillin) bis zu einer optischen Dichte (OD623) von etwa 0,5 wuchsen, 

15 werden mit einem farblosen Plaque, der von der Agarplatte entnommen wurde (siehe oben), inokuliert und 
wahrend etwa 4 bis 5 Stunden bei 37° C mit 180 Upm bewegt. Anschliessend wird die gewachsene Kultur 5 
Minuten in einer Eppendorf Zentrifuge zentrifugiert. Der Ueberstand wird in ein frisches Zentrifugenrdhrchen 
gebracht und erneut zentrifugiert. 200 jjl! 20 0/0 PEG und 1 ,5 M NaCI werden hinzugef ugt und die Mischung wird 
20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und noch einmal zentrifugiert. Der Ueberstand wird verworfen und 

20 das Pellet wird in 100 ul 50 mM Tris-HCI, pH 7,8, 1 mM EDTA (TE Puffer) aufgelost. Die Mischung wird mit 50 jil 
Phenol/TE Puffer vermischt, 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschliessend 5 Minuten in einer 
Eppendorf Zentrifuge zentrifugiert. 10 uJ Na-Acetat-Puffer, pH 6, und 250 ui absoluter Alkohol werden zu 100 uJ 
Ueberstand gegeben. Die Mischung wird bei -20°C uber Nacht inkubiert und anschtiessend wie oben 
beschrieben 10 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wird mit 1 ml 80°/o Ethanol gewaschen und wiederum 

25 zentrifugiert. Das Pellet wird 10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und anschliessend in 50 uJ TE Puffer 
gelost Die Losung enthalt etwa 5 u,g M13mp8 Einzelstrang-DNA. 

(4) Hersteliung des Gens, das Eglin C (Arg45) kodiert: 

Es wird ein Verfahren benutzt, das als "site directed mutagenesis" bekannt ist (Zoiler et al. t 1983). Fur die 

30 Mutagenese des Eglin C Gens wird das folgende Nukleotid durch chemische Synthese hergestellt: 
5'-CT CCT GTT ACT C c G GAC C-3' 

Die mit dem Stern versehene Base unterscheidet sich von der entsprechenden Base im kodierenden Strang 
des Eglin C Gens (ein T) und sorgt letztlich fur die Mutation von Leu45 zu Arg45. 10 u.l des Oligonukleotids (1 
OD/ml = 500 ng) werden in 20 ul 0,07 M Tris-HCI pH 7,6, 0,01 M MgCl2, 50 mM Dithiothreitol mit y- 32 P ATP und 

35 T4 Polynukleotid-Kinase (Boehringer) gemass des Verfahrens von Maniatis et al. (1982) (S. 125) aktiviert. Das 
aktivierte Oligonukleotid wird in 10 jxl TE Puffer (50 ng/ui) gelost. 

1 ug M13mp8 Einzelstrang-DNA und 50 ng des aktivierten Oligonukleotid-Primers werden in 10 uJ 50 mM 
Tris-HCI pH 7,8 und 100 mM MgCba 30 Minuten bei 45° C und anschliessend bei Raumtemperatur 5 Minuten zur 
Paarung inkubiert. Je 1 uJ 10 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP, 1 u.l T4 DNA-Ligase, 2 u.l 50 mM Dithiothreitol, 1 

40 u.l 10 mM ATP, 1 uJ Gelatine (5 mg/ml), 1 uJ 10fach konzentrierter Klenow-Puffer (0,66 M Tris-HCI pH 7,6, 50 mM 
MgCl2, 50 mM Dithiothreitol) und 1 u.l (2,5 Einheiten) DNA-Poiymerase (Klenow-Fragment) werden 
hinzugef ugt. Die Mischung wird 5 Minuten bei 22° C und dann 16 Stunden bei 15°C inkubiert und 
anschliessend elektrophoretisch in 1 0/0 Agarose aufgetrennt. Die resultierende zirkulare, doppelstrangige 
DNA wird mit Ethidiumbromid angefarbt und durch Elektroelution aus dem Gel gelost (etwa 10 ng in 15 u.i TE 

45 Puffer). Mit 5 u,l (etwa 3,5 ng) der auf diese Weise erhaltenen DNA wird £. coli Stamm JM101 transformiert und 
auf X-Gal/IPTG-lndikatorplatten ausgestrichen (siehe oben). Etwa 100 farblose Plaques werden erhalten. 

40 dieser Plaques werden benutzt, urn jeweils 2 mi £ co//JM101 Kultur (siehe Abschnitt (3)) zu inokulieren. 
Nach der Kultivierung werden die Ueberstande, die Phagen und Einzelstrang-DNA enthalten, durch 
Zentrifugation von den £ co/AZellen getrennt. Die Zell-Peliets enthalten bereits die entsprechende rnutierte 

50 doppelstrangige DNA. Jeweils 50 ul der 40 Phagenuberstande werden durch Nitrocellulose gefiltert, zweimal 
mit TE Puffer gewaschen, im Vakuum 2 Stunden bei 80°C Inkubiert und gemass Southern (1975) auf das 
Vorhandensein der mutierten DNA-Sequenz gepruft, indem der Oligonukleotid Primer als radioaktive Sonde 
bei der Hybridisierung verwendet wird. 12 Phagenuberstande, die moglicherweise das Eglin C (Arg45)-Gen 
enthalten, werden identifiziert. 4 dieser positiven Phagenuberstande werden etwa 1 :10 5 verdunnt, mit £ coli 

55 JM101 vermischt und auf Indikator-Agar aufgetragen. Phagen von jeweils 3 der resultierenden Plaques werden 
isoiiert. Daraus wird die Einzelstrang-DNA in der oben beschriebenen Weise isoiiert. Diese 12 Einzelstrang- 
DNAs werden gemass Sanger (1981 und 1977) sequenziert. Alle 12 Einzelstrang-DNAs enthalten die 
gewunschte rnutierte Eglin C-Sequenz. In einer Min ipraparation wird dann die entsprechende Doppelstrang- 
DNA (Eglin C (Arg45)-Gen in Piasmid M13mp8) aus den entsprechenden £ co//Zell-Pellets prapariert (siehe 

60 oben). Durch Schneiden mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und BamHI wird der EcoRI-BamHI-Ein- 
schub, der das rnutierte Gen enthalt, aus dem Vektor herausgeschnitten, isoiiert und in dem Vektor 
pHRi148/EcoRI/BamHI kloniert (EP 146 785). Das daraus resultierende Piasmid pJPG18 wird isoiiert und damit 
£ coii Stamm HB101 transformiert. 
Das 230 Bp EcoRI Fragment, das das rnutierte Eglin C (Arg45)-Gen enthalt, wird nochmals aus dem Vektor 

65 pJPG18 geschnitten und adaptiert, wie fur das nicht rnutierte Eglin C Gen in Abschnitt (1 ) beschrieben. 
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(5) Herstellung des Gens, das Eglin C (Pro44) kodiert: 

Die Mutation von Thr44 zu Pro44 wird in einer Weise durchgefuhrt, die analog zu der in Abschnitt (4) 
beschriebenen ist. Das verwendete mutagene Oligonukleotid hat die folgende Struktur: 

5'-CT CCT GTT £ CT CTG GAC-3' 5 

Die mit dem Stern versehene Base unterscheidet sich von der entsprechenden Base im kodierenden Strang 
des Eglin C Gens (ein A) ein sorgt letztlich fur die Mutation von Thr44 zu Pro44. Wenn die Mutationsmischung 
aufgearbeitet wird, werden 18 mutmassliche Eglin C (Pro44) Mutanten erhalten. Indem die Eglin C (Pro44) 
DNA in dem Vektor pHRtl148/EcoRI/BamHI kloniert wird, wird das Plasmid pJB591 erhalten und wie 
beschrieben verwendet. 10 

Beispiel 4: Konstruktion eines vom Ti-Plasmid abgeleiteten Vektors 

Beim Vektor pCIBIO (Rothstein et al., 1987) handelt es sich urn einen vom Ti-Plasmid abgeleiteten Vektor, 
der fur den Transfer chimarer Gene auf Pflanzen via Agrobacterium tumefaciensverwen6et werden kann. Der 
Vektor leitet sich von dem Plasmid pRK252 ab, das einen weiten Wirtsbereich aufweist und das von Dr. W. 15 
Barnes, Washington University, St. Louis, Mo. bezogen werden kann. Der Vektor enthalt weiterhin ein Gen, 
welches eine Kanamycinresistenz in Agrobacteriumve rmittelt und das dem Transposon Tn903 stammt, sowie 
Hnke und rechte T-DNA Grenzsequenzen aus dem Ti-Plasmid pTiT37. Zwischen den Grenzsequenzen 
befinden sich eine Polylinkerregion aus dem Plasmid pUC18 und ein chimares Gen, welches eine 
Kanamycinresistenz in Pflanzen hervorruft. 20 

In einem ersten Verfahrensschritt wird das Plasmid pRK252 in der Welse modifiziert, dass das 
Tetracyclinresistenzgen gegen das Kanamycinresistenzgen aus dem Transposon Tn903 (Oka et al., 1981) 
ausgetauscht wird. Eine weitere Modifikation betrifft den Austausch der einzigen EcoRI Schnittstelle in 
pRK252 gegen eine BG1II Schnittstelle (siehe Fig. 6, die einen zusammenfassenden Ueberblick uber die oben 
angegebenen Modifikationen gibt). Das Plasmid pRK252 wird zunachst mit den Endonucleasen Sail und Smal 25 
geschnitten und anschliessend mit der grossen Untereinheit der DNA Polymerase I zur Herstellung glatter 
Enden behandelt. Das grosse Vektorfragment wird uber eine Agarose-Geleiektrophorese gereinigt. Als 
nachstes wird das Plasmid p368 mit der Endonuklease BamHI geschnitten und mit dem grossen Fragment der 
DNA Polymerase behandelt. Das etwa 1050 Bp umfassende Fragment wird dann nach Durchfuhrung einer 
Agarose-Geleiektrophorese isoliert. Dieses Fragment enthalt das Gen aus dem Transposon Tn903, das eine 30 
Resistenzgegenuberdem Antibiotikum Kanamycin vermittelt (Okaet al., 1981). Plasmid p368 ist bei der ATCC 
unter der Hinterlegungsnummer 67700 hinterlegt worden. Zur Erzeugung glatter Enden werden beide 
Fragmente mit der grossen Untereinheit der DNA-Polymerase behandelt. Anschliessend werden beide 
Fragmente vermischt und uber Nacht bei einer Temperatur von 15°C mit T4 DNA-Ligase inkubiert. Nach der 
Transformation des £ co/AStamms HB101 und einer Selektion Kanamycin resistenter Kolonien erhalt man das 35 
Plasmid pRK252/Tn903. 

Das so erhaltene Plasmid pRK252/Tn903 wird an seiner einzigen EcoRI Schnittstelle geschnitten und 
anschliessend zur Herstellung glatter Enden mit der grossen Untereinheit der £ co/i DNA-Polymerase 
behandelt. Dieses Fragment wird mit synthetischen Linkern, die Bglll Restriktionsschnittstellen enthalten, 
vermischt und uber Nacht mit T4 DNA-Ligase inkubiert. Die aus einer Behandlung resultierende DNA wird mit 40 
einem Ueberschuss an Bglll Restriktionsendonuklease geschnitten und das grossere Vektorfragment mit 
Hiffe einer Agarose-Geleiektrophorese gereinigt. Das resultierende Fragment wird erneut mit T4 DNA Ligase 
inkubiert, urn das Fragment uber seine neu hinzugefugten kohasiven Bglll Enden zu rezirkularisieren. Nach 
Transformation des £ co/AStamms HB101 erhalt man das Plasmid pRK252/Tn903/Bglll (Fig. 1). 

In einem weiteren Verfahrensschritt wird ein Derivat des Plasmids pBR322 konstruiert, das neben den 45 
T-DNA Grenzsequenzen aus dem Ti-Plasmid und der Polylinkerregion aus dem Plasmid pUC19 ein 
selektierbares Gen fur Kanamycinresistenz in Pflanzen enthalt (Fig. 2). Das Plasmid pBR325/Eco29 enthalt 
das 1.5 kBp umfassende EcoRI Fragment aus dem Nopalin Ti-Plasmid pTiT37. Dieses Fragment enthalt die 
linke T-DNA Grenzsequenz (Yadav et al., 1982). Fur den Austausch der EcoRI Enden dieses Fragments durch 
Hindlll Enden wird das Plasmid pBR325/Eco29 mit EcoRI geschnitten und anschliessend mit Nuclease S1 50 
inkubiert. Es folgt eine Inkubatton mit dem grossen Fragment der DNA-Polymerase zur Herstellung glatter 
Enden. Dieser Reaktionsansatz wird mit synthetischen Hindlll-Linkern vermischt und mit T4 DNA-Ligase 
inkubiert. Die resultierende DNA wird mit den Endonukieasen Clal und einem Ueberschuss an Hindlll 
geschnitten; das resultierende 1.1 kBp umfassende Fragment, das die linke T-DNA Grenzsequenz enthalt, 
wird mit Hilfe einer Gelelektrophorese gereinigt. Als nachstes wird die Polylinkerregion des Plasmids pUC19 55 
isoliert, indem man die Plasmid DNA mit den Endonukieasen EcoRI und Hindlll schneidet und das kleinere 
Fragment (annahernd 53 Bp) uber eine Agarose-Geleiektrophorese isoliert. Anschliessend wird das Plasmid 
pBR322 mit den Endonukieasen EcoRI und Clal geschnitten, mit den beiden anderen, zuvor isolierten 
Fragmenten vermischt, mit T4 DNA-Ligase inkubiert und damit der £ coil Stamm HB101 transformiert. Das 
resultierende Plasmid pCIB5, enthalt die Polylinkerregion und die linke T-DNA Grenzsequenz integriert in eine 60 
Abkdmmling des Plasmids pBR322 (Fig. 2). 

in einem weiteren Verfahrensschritt wird ein Plasmid konstruiert, das ein Gen enthalt, welches die 
Expression einer Kanamycinresistenz in Pflanzen vermittelt (Fig. 4). Das Plasmid Bin 6 ist erhaltlich bei Dr. M. 
Bevan, Plant Breeding Institute, Cambridge, UK. Dieses Plasmid wird ausserdem bei Bevan (1984) 
beschrieben. Das Plasmid Bin 6 wird mit EcoRI und Hindlll geschnitten. Das etwa 1.5 kBp umfassende 65 
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Fragment, welches das chimare Neomycin phosphotransferase (NPT) Gen enthalt, wird isoliert und 
anschliessend Ciber eine Agarosegeleiektrophorese gereinigt. Das Fragment wird mit pUC18 Plasmid DNA 
vermischt, die zuvor mit den Endonukleasen EcoRI und Hindill geschnitten wurde. Nach Inkubation mit T4 
DNA-Ligase wird mit der resultierenden DNA der E coli Stamm HB101 transformiert. Das entstehende 

5 Plasmid wird als pUC18/neo bezeichnet. Dieses Plasmid enthalt eine unerwunschte BamHI-Schnittstelle 
zwischen dem Neomycinphosphotransferase-Gen und der Terminator-Sequenz des Nopalinsynthase-Gens 
(siehe Bevan, 1984). Um diese Erkennungssequenz zu entfernen, wird das Plasmid pUC18/neo mit der 
Endonuklease BamHI geschnitten, gefolgt von einer Behandlung mit der grossen Untereinheit der 
DNA-Polymerase zur Erzeugung glatter Enden. Um das Fragment zu rezirkularisieren, wird es anschliessend 

10 mit T4 DNA-Ligase inkubiert. Mit diesem Fragment wird der E coli Stamm HB101 transformiert. Das 
resultierende Plasmid, pUC18/neo(Bam) besitzt keine BamHI-Erkennungssequenz mehr. 

In einem weiteren Verfahrensschritt wird die rechte T-DNA Grenzsequenz unmittelbar neben das chimare 
NPT Gen inseriert (Fig. 4). Das Plasmid pBR325/Hind23 enthalt das 3.4 kBp Hindlll-Fragment des Plasmids 
pTiT37. Dieses Fragment besitzt die rechte T-DNA Grenzsequenz (Bevan et al., 1983). Das Plasmid 

15 pBR325/Hind23 wird mit den Endonukleasen Sacll und Hindill geschnitten und ein 1.9 kBp umfassendes 
Fragment, welches die rechte Grenzsequenz enthalt, im Anschluss an eine Agarosegeleiektrophorese in 
gereinigter Form isoliert. Das Plasmid pUC18/neo(Bam) wird mit den Endonukleasen Sacll und Hindill 
geschnitten und das 4.0 kBp umfassende Vektorfragment mit Hilfe einer Agarosegeleiektrophorese isoliert. 
Die beiden Fragmente werden miteinander vermischt, mit T4 DNA Ligase inkubiert und damit der E. coli 

20 Stamm HB101 transformiert. Das resultierende Plasmid pCIB4 (Fig. 4) enthalt die rechte T-DNA Grenzsequenz 
sowie den in Pflanzen selektierbaren Marker fur Kanamycinresistenz in einem Abkommling des Plasmids 
pUC18. 

In einem letzten Verfahrensschritt wird in Plasmid konstruiert, das sowohl die linke als auch die rechte 
T-DNA Grenzsequenz und zwischen diesen Grenzsequenzen das in Pflanzen selektierbare Kanamycinresi- 

25 stenzgen und den Polylinker des Plasmids pUC18 enthalt (Fig. 5). Zunachst wird das Plasmid pCIB4 mit der 
Endonuklease Hindill geschnitten, gefolgt von einer Behandlung mit der grossen Untereinheit der DNA 
Polymerase zur Herstellung glatter Enden sowie einer Fragmentierung mit der Endonuklease EcoRI. Das 2.6 
kBp umfassende Fragment, welches das chimare Kanamycinresistenzgen und die rechte T-DNA 
Grenzsequenz enthalt, wird mit Hilfe einer Agarosegeleiektrophorese isoliert. Anschliessend wird das Plasmid 

30 pCIB5 mit der Endonuklease Aatll geschnitten, zur Erzeugung glatter Enden mit T4 DNA-Polymerase 
behandelt und dann mit der Endonuklease EcoRI geschnitten. Das grossere Vektorfragment wird mit Hilfe 
einer Agarosegeleiektrophorese gereinigt, mit dem pCIB4-Fragment vermischt und mit T4 DNA-Ligase 
inkubiert. Mit diesem Fragment wird der E coli Stamm HB101 transformiert. Das resultierende Plasmid pCIB2 
(Fig. 5) ist ein Derivat des Plasmids pBR322, das die gewunschten Sequenzen zwischen den beiden T-DNA 

35 Grenzsequenzen enthalt. 

Die folgenden Schritte komplettieren die Konstruktion des Vektors pCIBIO. Sie sind in Fig. 6 dargestellt. Das 
Plasmid pCIB2 wird mit der Endonuklease EcoRV geschnitten und, wie zuvor beschrieben, mit synthetischen 
Linkern, die eine Bglll Erkennungsstelle besitzen, versehen. Nach Schneiden mit einem Ueberschuss an Bglll 
wird das annahernd 2.6 kBp umfassende Fragment mit Hilfe einer Agarosegeleiektrophorese isoliert. Das 

40 zuvor bereits beschriebene Plasmid pRK252/Tn903/Bglll (Fig. 1) wird mit der Endonuklease Bglll geschnitten 
und anschliessend mit Phosphatase behandelt, um eine Rezirkularisierung zu verhindern. Diese beiden DNA 
Fragmente werden miteinander vermischt und mit T4 DNA-Ligase inkubiert. Anschliessend wird E coli Stamm 
HB101 transformiert. Das resultierende Plasmid ist der vervollstandigte Vektor pCIBIO. 

45 Beispiel 5: Konstruktion eines chimaren Gens mit dem CaMV 35S Promotor 

A. Konstruktion eines CaMV 35S Promotor-Kassette-Piasmids: 

pCIB710 wird wie in Fig. 7 gezeigt konstruiert. Dieses Plasmid enthalt CaMV Promotor-und Transkription- 
sterminationssequenzen fur das 35S RNA-Transkript (Covey et al., 1981). Ein 1149 Bp Bglll-Restriktionsfrag- 

50 ment der CaMV-DNA (Bp 6494 bis 7643; Hohn et al., 1982) wird von dem Plasmid pLW1 1 1 , das am 14. Mai 1986 
bei der American Type Culture Collection unter der Hinterlegungsnummer ATCC 40235 hinterlegt wurde, 
isoliert; alternate dazu kann das Fragment durch praparative Agarose-Gelelektrophorese direkt isoliert 
werden. Es wird mit BamHI-geschnittener pUC19 Plasmid-DNA vermischt, mit T4 DNA-Ligase behandelt und 
damit E coli transformiert (Beachte, dass die BamHI-Restriktionsschnittstelle im resultierenden Plasmid 

55 durch Verknupfen der Bglll kohasiven Enden mit den BamHI kohasiven Enden zerstort wird). Das resultierende 
Plasmid, genannt pUC19/35S, wird anschliessend in einer Oligonukleotid-vermittelten in vitro Mutagenese 
dazu verwendet, die BamHI-Erkennungssequenz GGATCC direkt im Anschluss an das CaMV Nukleotid 7483 
(gemass der Bezeichnung in Hohn et al., 1982) einzufugen. Das resultierende Plasmid pCIB710 enthalt die 
CaMV 35S Promoter- und Transkriptionsterminationsregion, getrennt durch eine BamHI-Restriktionsschnitt- 

60 stelle. In diese BamHI-Schnittstelle eingefugte DNA-Sequenzen werden in Pflanzen durch diese CaMV 
Transkriptions-Regulationssequenzen exprimiert (Beachte auch, dass pCIB710 keine ATG Translationsinitia- 
tionskodons zwischen dem Start der Transkription und der BamHI-Schnittstelle enthalt). 
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B. Einfugen der CaMV 35S Promote r/Terminatorkassette in CIB10. 

Die folgenden Schritte sind in Fig. 8 dargestellt. Die pCIBIO- und pCIB710-Plasmid-DNA wird mit EcoRI und 
Sail geschnitten, vermischt und verknupft. Das resultierende Plasmid pCIB10/710 enthalt die CaMV 35S 
Promotor-/Terminatorkassette. eingefugt in den Pflanzentransformationsvektor pCIBIO. Die CaMV 35S-Se- 
quenzen befinden sich zwischen den T-DNA-Grenzsequenzen in pCIBIO und werden so bei Pflanzentransfor- 5 
mationsexperimenten in das pflanzliche Genom eingefugt. 

C. Transfer \x\Agrobacterium. 

Fur den Transfer des binaren von pCIBIO abgeleiteten Plasmids von £ co// HB101 auf Agrobacterium wird 
ein intermediarer £ co/AWirt verwendet und zwar der £ coli Stamm S17-1. Dieser £ coli Stamm, der von 10 
Agrigenetics Research Co., Boulder Co., bezogen werden kann t wird in Simon et al. (1983a) beschrieben. Er 
enthalt Mobilisierungsfunktionen, die einen direkten Transfer des Plasmids pCIBIO auf Agrobacterium via 
einer Konjugation eriauben. Damit kann die Notwendigkeit eines direkten Transfers nackter Plasmid DNA in 
Agrobacterium umgangen werden. Zunachst wird pCIBIO Piasmid DNA in mit Kalziumchlorid behandelte 
S17-1 Zellen eingeschleust. Danach werden Kulturen transformierter S17-1 Zellen mit A, tumefaciens LBA4404 15 
(Ooms et al., 1981 ) vermischt und auf N Agar (Difco) Platten uber Nacht bei Raumtemperatur gepaart. Von den 
resultierenden Bakterien wird eine Probe entnommen und auf AB Minimalmedium, das 50 ng/ml Kanamycin 
enthalt, uberimpft (Ditta et al., 1980) und ausplattiert. Die Inkubation erfolgt bei 28°C. Die gewachsenen 
Kolonien werden auf demselben Medium ein zweites Mai und anschliessend ein weiteres Mai auf N 
Agarplatten ausgestrichen. Langsam die BamHI-Erkennungssequenz GGATCC direkt im Anschluss an das 20 
CaMV Nukleotid 7483 (gemass der Bezeichnung in Hohn et al., 1982) einzufugen. Das resultierende Plasmid 
pCIB710 enthalt die CaMV 35S Promotor- und Transkriptionsterminationsregion, getrennt durch eine 
BamHI-Restriktionsschnittstelle. In diese BamHI-Schnittstelle eingefQgte DNA-Sequenzen werden in Pflanzen 
durch diese CaMVTranskriptions-Regulationssequenzen exprimiert (Beachte auch, dass pCIB710 keine ATG 
Translationsinitiationskodons zwischen dem Start der Transkriptions und der BamHI-Schnittstelle enthalt). 25 

B. Einfugen der CaVM 35S Promotor/Terminatorkassette in pCIBIO. 

Die folgenden Schritte sind in Fig. 8 dargestellt. Die pCIBIO- und pCIB710-Plasmid-DNA wird mit EcoRI und 
Sail geschnitten, vermischt und verknupft. Das resultierende Plasmid pCIB1 0/710 enthalt die CaMV 35S 
Promotor/Terminatorkassette, eingefugt in den Pflanzentransformationsvektor pCIBIO. Die CaMV 35S-Se- 30 
quenzen befinden sich zwischen den T-DNA-Grenzsequenzen in pCIBIO und werden so zwei Pflanzentrans- 
formationsexperimenten in das pflanzliche Genom eingefugt. 

C. Transfer in Agrobacterium. 

Fur den Transfer des binaren von pCIBIO abgeleiteten Plasmids von £ coli HB101 auf Agrobacterium wird 35 
ein intermediarer £ co/AWirt verwendet und zwar der £ coli Stamm S17-1. Dieser £ coli Stamm, der von 
Agrigenetics Research Co.. Boulder, Co., bezogen werden kann, wird in Simon et al. (1983a) beschrieben. Er 
enthalt Mobilisierungsfunktionen, die einen direkten Transfer des Plasmids pCIBIO auf Agrobacterium via 
einer Konjugation eriauben. Damit kann die Notwendigkeit eines direkten Transfers nackter Plasmid DNA in 
Agrobacterium umgangen werden. Zunachst wird pCIBIO Plasmid DNA in mit Kalziumchlorid behandelte 40 
S1 7-1 Zellen eingeschleust. Danach werden Kulturen transformierter S17-1 Zellen mit A. tumefaciens LBA4404 
(Ooms et al., 1981) vermischt und auf N Agar (Difco) Platten uber Nacht bei Raumtemperatur gepaart. Von den 
resultierenden Bakterien wird eine Probe entnommen und auf AB Minimalmedium, das 50 u.g/ml Kanamycin 
enthalt, uberimpft (Ditta et al., 1980) und ausplattiert. Die Inkubation erfolgt bei 28°C. Die gewaschsenen 
Kolonien werden auf demselben Medium ein zweites Mai und anschliessend ein weiteres Mai auf N 45 
Agarplatten ausgestrichen. Langsam wachsende Kolonien werden auf einem AB Minimalmedium mit 
Kanamycin ausgestrichen und einzelne Kolonien isoliert. Nach diesem Verfahren werden Agrobakterien 
isoliert, die das Plasmid pCIBIO enthalten. 

III. Transformation und Regenerierung 50 

Beispiel 6: Transformation von Tabak 

Protoplasten von Nicotiana tabacum cv. "Coker 176" werden wie folgt hergestellt: Vier bis funf Wochen alte 
Sprosskulturen werden unter aseptischen Bedingungen in einem MS Medium ohne Hormone bei einer 
Temperatur von 16°C und einer Photoperiode von 16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkelheit herangezogen. 55 
Ca. 1 ,5 g Blattgewebe werden von der Pflanze entnommen und gleichmassig auf 8 bis 10 Petrischalen (100 x 
25 mm, Lab-Tek), die jeweils 10 ml einer Enzymlosung enthalten, verteilt. Die Enzymlosung enthalt 1 <W> 
Cellulase R-10, 0,25 o/ 0 Macerase, von Calbiochem Ca., 1 % Pectolyase Y-23, von Seishin Pharmaceuticals 
Co., 0,45 M Mannit und 0,1 x K3 Salze (Nagy und Maliga, 1976). Die Tabakblatter werden mit Hiife eines 
Skalpells in dunne Streifen geschnitten. Die Petrischalen werden anschliessend verschlossen und auf einer 60 
Rundschuttelmaschine bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit von 35 Upm und Raumtemperatur fur einen 
Zeitraum von 4 bis 5 Stunden mit den Enzymen inkubiert. 

Anschliessend wird der Inhalt der Petrischalen durch einen mit einem feinmaschigen Gewebe (Mull) 
ausgelegten Trichter filtriert und in einem Auffanggefass gesammelt. Das Filtrat wird dann in "Babcock" 
Flaschen pipettiert, die jeweils 35 ml einer Waschlosung enthalten (Die Waschlosung enthalt: 0,45 M 65 
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Saccharose, 0 f 1 o/o MES sowie 0.1 x K3 Salze). Die Flaschen werden 10 Minuten bei 80 x g zentrifugiert. 
wodurch die Protoplasten an der Oberflache der Fiaschen angereichert werden. Die Protopiasten werden mit 
Hilfe einer 1 ml Pipette entnommen, in einer Flasche gesammelt und zwei weitere Male gewaschen. Die 
resultierenden Protoplasten werden in K3 Medium in einem 15 ml Einmalzentrifugenrdhrchen suspendiert. Die 

5 Konzentration der Protoplasten wird durch Auszahlen in einem Fuchs-Rosenthal Hamocytometer bestimmt. 
Die Protoplasten werden dann in Petrischalen (100 x 20 mm, Corning), die 6 ml eines flussigen K3 Mediums 
enthalten, in einer Dichte von 100 000/ml ausplattiert Die Petrischalen mit den Protoplasten werden 
anschliessend zwei Tage lang bei einer Temperatur von 26° C im Dunklen inkubiert. Wahrend dieser Zeit erfolgt 
die Regenerierung der Zellwand. 

10 Nach Beendigung der zweitatigen Inkubation werden 5 |xl einer stationaren A tumefaciens Kultur 
(gewaschen in einem YEB-Medium), das 50 u.g/ml Kanamycin als Zusatz enthalt, bei einer Temperatur von 
28°C bis die stationare Phase erreicht ist), die die gewunschten Plasmide enthalten, zu den Protoplasten 
gegeben. Nach einer Inkubationszeit von drei weiteren Tagen bei 26° C wird Cefotaxim (Calbiochem) 
hinzugegeben bis eine Endkonzentration von 500 ng/ml erreicht ist, urn die Agrobakterien abzutoten. Am 

15 darauffolgenden Tag werden die Zellen mit 3 ml frischem K3 Medium pro Petrischale verdunnt. Anschliessend 
wird emeut Cefotaxim bis zu einer Endkonzentration von 500 u.g/ml zugegeben. Die Zellen werden dann bei 
einer Temperatur von 26° C 2 bis 3 Wochen lang kuitiviert und anschliessend auf Selektivmedien gescreent wie 
bei de Block et al. (1984) beschrieben. 

20 Beispiel 7: Regenerierung ganzer Baumwollpflanzen ausgehend von Keimblatt-Explantaten 

A. Baumwoll-Varietat Acala SJ2 in einem Medium, das einen gleichmassigen Kallus induziert. 

Samen von Gossypium hirsutum (Baumwolle) Varietat Acala SJ2 werden drei Minuten mit 95 Wo Alkohol 
steriiisiert, zweimal mit sterilem Wasser gewaschen, anschliessend fur die Dauer von 15 Minuten in eine 

25 15 o/oige Natriumhypochlorit-Losung eingebracht und emeut in sterilem Wasser gewaschen. Zur Herstellung 
von Keimlingen werden die so sterilisierten Samen fur eine Zeitraum von etwa 14 Tagen im Dunklen auf einem 
der gebrauchlichen Agar-Medien zur Keimung gebracht. Die Keimblatter dieser Keimlinge werden in 
Segmente zerschnitten. die anschliessend unter sterilen Bedingungen auf ein Kallus-induzierendes Medium 
transferiert werden, das sich aus den Makro- und Mikrosalzen des Murashige und Skoog Medium (MS) 

30 zusammensetzt und zusatzlich Thiamin HCI (0,4 mg/Liter), Glucose (30 mg/Liter), NAA (2 mg/Liter), Kinetin (1 
rrig/Liter), myo-lnosit (100 mg/Liter) sowie Agar (0.8 o/o) enthalt. Die Kulturen werden bei etwa 30° C mit einer 
Photoperiode von 16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkelheit in einem "PercivaT Inkubator inkubiert. Die 
Beleuchtung erfolgt mit Hilfe von fluoreszierendem Licht (kaltes Tageslicht), bei einer Beleuchtungsstarke von 
etwa 2000 bis 4000 1x. An den kultivierten Gewebefragmenten entwickeln sich innerhalb von drei bis vier 

35 Wochen KaJli, die eine weisse bis gVau-grune Farbung aufweisen. Die gebildeten Kalli werden alle drei bis vier 
Wochen auf ein Kallus-Wachstumsmedium uberimpft, das myo-lnosit (100 mg/Liter), Saccharose (2,0g/Liter), 
NAA (2 mg/Liter) und Agar enthalt, und dort erneut kuitiviert. Vier bis sechs Monate nach dem Transfer der 
Gewebeexplantate auf das Kallus-induzierende Medium erfolgt die Ausbildung somatischer Embryonen. Der 
Kallus und die Embryonen werden durch drei- bis vierwochiges Ueberimpfen auf frisches Kallus-Wachstums- 

40 medium und erneutes Kultivieren am Leben erhalten. 

Somatische Embryonen, die sich an Gewebestucken entwickeln, werden entweder auf frisches 
Kallus-Wachstumsmedium uberimpft oder aber auf ein spezifisches Keimungsmedium fur Embryonen 
(Beasley und Ting, 1973) ubertragen. Die Pflanzchen, die sich aus den somatischen Embryonen entwickeln, 
werden auf das Beasley und Ting Medium transferiert, das als Zusatz Ammoniumnitrat (15 mg/Liter) sowie 

45 Caseinhydrolysat (15 mg/Liter) als organische Stickstoffquelle enthalt. Das Medium wird durch ein 
Verfestigungsmittel (Gelrite®) stabilisiert und die Pflanzchen werden in Topfe ubertragen. Die somatischen 
Embryonen entwickeln sich innerhalb von etwa drei Monaten zu Pflanzchen. Die Pflanzchen sind mit Erreichen 
des 6-bis 8-Blatt-Stadiums (die Grosse der Pfianzen betragt dann zwischen 7,5 und 10 cm) bewurzelt und 
werden in Erde ubertragen. Die Kultivierung erfolgt fur einen Zeitraum von drei bis vier Wochen in einem 

50 Inkubator bei hoher Luftfeuchtigkeit. Danach werden die Pflanzchen ins Gewachshaus transferiert. Wenn die 
Pflanzchen abgehartet sind, werden sie in offene, bearbeitete Ackererde ausgepflanzt. 

B. Baumwoll-Varietat Acala S72 in auf die Halfte verdunntem Kallusinduzierenden Medium. 

Das Verfahren von A wird wiederholt, wobei in diesem Fall ein halbkonzentriertes MS-Medium verwendet 
55 wird, In dem alle Medienbestandteile in ihrer angegebenen Konzentration auf die Halfte reduziert sind. Man 
erhalt im wesentlichen die gleichen Resultate wie bei Verwendung des voll-konzentrierten MS-Mediums. 

C. Verschiedene Baumwoll-Varietaten. 

Die in A und B beschriebenen Verfahrensmassnahmen werden unter Verwendung der Acala Baumwoll-Va- 
60 rietaten SJ4, SJ2C-1, GC510, B1644, B2724, B1810, der "Picker" Varietat Siokra und der "Stripper' 1 Varietat 
FC2017 durchgefuhrt. Alle aufgezahlten Varietaten konnen erfolgreich regeneriert werden. 

D. Regenerierung von Baumwollpflanzen ausgehend von Keimblattexplantaten unter Zwischenschaltung einer 
Zell-Suspensionskultur. 

65 Die in A beschriebenen Verfahrensmassnahmen werden bis zur Herstellung eines Kallus, der zur 
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Ausbildung somatischer Embryonen befahigt ist, wiederholt. Stucke von 750 mg bis 1000 mg des aktiv 
wachsenden embryogenen Kallus werden in 8 ml Aliquots eines flussigen Suspensionskultur-Mediums, das 
sich aus den Makro- und Mikro-Salzen des MS-Mediums zusammensetzt und daruberhinaus Thiamin HCI (0,4 
mg/Liter), Saccharose (20 g/Liter) f myo-lnosit (100 mg/Liter) und NAA (2 mg/Liter) ais Zusatz enthalt, in 
Schalen suspendiert und anschliessend auf einer rotierenden Trommel bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit 5 ' 
von 1,5 Upm und einem Licht/Dunkel Rhythmus von 16 Stunden/8 Stunden inkubiert. Das Licht stammt 
wiederum aus fluoreszierenden Lampen (kaltes Tageslicht) und hat eine Starke zwischen 2000 und 4500 1x. 
Nach vier Wochen wird die Suspensionskultur durch ein Nylonnetz mit einer Maschenweite von 840 um f iltriert, 
um grossere Zellklumpen zu entfernen. Die Fraktion, die nur Partikel mit einer Grosse von unter 840 u.m 
umfasst, Iasst man absetzen und wascht anschliessend einmal mit 20 bis 25 mi eines frischen 10 
Suspensionskultur-Mediums. Dlese Zellsuspension wird in Schalen uberfuhrt (2 ml pro Schale) und jede 
Schale wird mit 6 ml frischem Suspensionskultur-Medium verdunnt. Die Kulturen werden durch Wiederholung 
der oben beschriebenen Verfahrensschritte in Intervailen von 10 bis 12 Tagen am Leben erhalten. Bei jeder 
Wiederholung wird die Suspensionskultur erneut durch das 840 p,m Netz f iltriert und nur diejenige Fraktion,. die 
Zellaggregate kleiner als 840 urn enthalt, wird auf frisches Suspensionskultur-Medium uberfuhrt. In alien Fallen 15 
wird die Fraktion, die Zellklumpen von mehr als 840 um aufweist, auf ein Kallus-Wachstumsmedium gegeben, 
um auf diese Weise somatische Embryonen zu erhalten. Die somatischen Embryonen, die sich auf dem 
Kallus-Wachstumsmedium entwickeln, werden entfernt und auf ein Keimungsmedium fur Embryonen 
ubertragen. Unter Anwendung der in A beschriebenen Versuchsbeschreibung findet zunachst die Keimung 
der Embryonen statt, die sich dann zu Pflanzchen und anschliessend zu im Freiland wachsenden Pflanzen 20 
entwickeln. 

E. Alternative zwischengeschaltete Suspensionskultur. 

Die in D beschriebenen Verfahrensschritte werden wiederholt bis darauf, dass in diesem Fall 750 bis 1000 
mg embryogenen Kallusgewebes in eine DeLong Flasche ubertragen werden, die 15 bis 20 ml flussiges 25 
MS-Medium mit 2 mg/Liter NAA enthalt. Die Flasche mit der Kultur wird auf einer Rundschuttelmaschine bei 
einer Umdrehungsgeschwindigkeit von 100 bis 110 Upm inkubiert. Nach drei Wochen wird die 
Suspensionskultur durch ein Nylonnetz mit einer Maschenweite von 840 jim filtriert, um auf diese Weise die 
grossen Zellklumpen fur die Entwicklung ganzer Pflanzen zu gewinnen, wie in D beschrieben. Diejenige 
Fraktion, die Zellaggregate mit einer Grosse von weniger als 840 um aufweist, Iasst man zunachst absetzen, 30 
wascht diese anschliessend einmal in einem flussigen MS-Medium und resuspendiert dann in 2 ml bis 5 ml 
eines flussigen MS-Mediums. Die Zellsuspension wird erneut kultiviert und zwar durch Uebertragung von 1 ml 
bis 2 ml der Suspension in eine DeLong Flasche, die 15 ml frisches MS-Medium enthalt. Die Kulturen werden 
durch Wiederholen der oben beschriebenen Verfahrensschritte in Intervailen von sieben bis zehn Tagen am 
Leben erhalten. Fur jede erneute Kultivierung werden lediglich diejenigen Suspensionen verwendet, die 35 
Zellaggregate mit einer Grosse von weniger als 840 um aufweisen. Die grosseren Zellklumpen (840 ujti und 
grosser) werden fur die Entwicklung ganzer Pflanzen verwendet 

F. Herstellung von Pflanzen aus grossen Klumpen von Zellen, die in Suspensionen kultiviert werden. 

Nach drei- bis viermaliger Wiederholung der Kultivierung unter Anwendung der in D und E beschriebenen 40 
Versuchsbeschreibungen, werden 1,5 ml bis 2 ml der Zellsuspension von den Schalen bzw. den DeLong 
Flaschen entnommen und auf mit Agar verfestigtes MS-Medium. das 2 mg/Liter NAA enthalt, sowie Beasley 
und Ting Medium, das 500 mg/Liter Caseinhydrolysat enthalt, ubertragen. Nach drei bis vier Wochen werden 
embryogene Kalli mit sich entwickelnden Embryonen sichtbar. Auch in diesem Fall werden Zellklumpen mit 
einer Grosse von 840 um und mehr auf ein Kallus-Wachstumsmedium ubertragen. Aus diesen Zellklumpen 45 
erhalt man embryogene Klumpen mit sich entwickelnden Embryonen, die letztendlich zu Pflanzen 
heranwachsen. 

Beispiel 8: Transformation von Baumwoll-Suspensionskulturzellen zu einem Tumor-Phanotyp mit Hilfe von 
Agrobacterium LB A 4434 50 

A. Wachstum der pfianzlichen Suspensionskultur. 

Eine Acala Baurnwoli-Suspensionskultur wird in Schalen kultiviert, wobei das Medium (MS-Medium mit 2 
g/Liter NAA) alle sieben bis zehn Tage gewechselt wird. Nach dem Mediumwechsel wird die Schale jeweils um 
90° gedreht. und man Iasst die Zellen sich absetzen. Vor der Transformation wird der Ueberstand mit Hilfe 55 
einer Pipette abgehoben und die resultierenden Zellen werden die zuvor beschrieben behandelt. 

B. Beschreibung des Agrobacterium Vektors. 

Der Agrobacterium Stamm LBA 4434 (Hoekema et al., 1983) enthalt ein binares, auf dem Ti-Plasmid 
basierendes Pflanzen-Transformationssystem. In einem solchen binaren Transformationssystem enthalt eines 60 
der Plasmide die T-DNA Region des Ti-Plasmids, wahrend das zweite Plasmid die yir-Region des Ti-Plasmids 
aufweist. Die Transformation der Pflanze wird durch das Zusammenwirken beider Plasmide gewahrleistet. Im 
Agrobacterium Stamm LBA 4434 enthalt das T-DNA Plasmid pAL1050 die T L Sequenz von pTiAchS, einem 
Octopin-Ti-Plasmid. Das vir-Plasmid im Stamm LBA 4434, pAL4404, enthalt dagegen die intakte Virulenzregion 
von pTiAchS (Ooms et al., 1982). Der Agrobacterium Stamm 4434 kann von Dr. Robert Schilperoort, Abteilung 65 
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fur Biochemie, Universitat Leiden, Niederlande, bezogen werden. 

C. Kultivierung der Agrobakterien; Wachstumsbedingungen. 

Der transformierende Agrobacterium Stamm wird einer Glycerin-Stammkultur entnommen und kultiviert. 

5 Am nachsten Tag wird aus dieser Uebernachtkuitur ein Aliquot entnommen und damit eine 50 ml-Kultur 
angeimpft. Die Agrobakterien werden auf YEB Medium kultiviert, dem Antibiotika angemessen zugefugt 
wurden. Man bestimmt die optische Dichte der 50 mi Uebernachtkuitur bei 600 nm, zentrifugiert die Kultur und 
resuspendiert das Pellet in einem Wachstumsmedium fur Pflanzenzellen (MS-Medium, das 2 mg/ml NAA 
enthalt) bis eine OD600 von 0,5 erreicht ist. 8 ml dieser bakterietlen Suspension wird zu jeder Schaie, die die 

10 pflanzlichen Zellen gemass Abschnitt A enthalt, gegeben. 

D. Infektion. 

Die Schalen mit den Pflanzen- und Bakterienzellen werden zunachst geschuttelt, urn alle Zellen zu 
resuspendieren, und anschliessend erneut fur einen Zeitraum von 3 Stunden auf einer Schuttelvorrichtung 

15 inkubiert, urn den Agrobakterien die Moglichkeit zu geben, sich an die Pflanzenzellen anzuheften. Man lasst 
dann die Zellen absetzen und entfernt den restlichen Ueberstand. Anschliessend wird ein Aliquot frisches 
Wachstumsmedium zu den Schalen gegeben und 18 bis 20 weitere Stunden in Gegenwart eventuell noch 
vorhandener Agrobakterien auf einer Schuttelvorrichtung inkubiert. Danach lasst man die Zellen erneut 
absetzen, entfernt den Ueberstand und wascht die Zellen zweimal mit einer Losung aus Wachstumsmedium 

20 und Cefotaxim (200 u.g/ml). Nach dem Waschen werden die Zellen aus den einzelnen Schalen in jeweils 10 ml 
Wachstumsmedium mit Cefotaxim (jeweils 200 u.g/ml) resuspendiert, und jeweils 1 ml Aliquots davon werden 
auf Petrischalen ausplattiert. 

E. Kultivierung des transformierten Gewebes. 

25 Die mit Agrobakterien infizierten Zellen wachsen auf dem Wachstumsmedium, das keine Hormonzusatze 
enthalt, und zeigen dadurch, dass das Gewebe die Wild-Typ Phytohormongene in der T-DNA erhielt. Die 
entsprechenden Zellen entwickeln sich zu Tumoren und bieten damit ein weiteres Indiz fur die erfolgreiche 
Transformation der Kuituren. 

30 Beispiel 9: Transformation von Baumwoll-Suspensionskulturzellen zu einem Kanamycin-resistenten, 
nicht-tumorosen Phanotyp 

Es werden die gleichen Verfahrensmassnahmen, die zuvor in Beispiel 8 beschrieben wurden, angewendet, 
abgesehen davon, dass andere transformierende Agrobacterien verwendet werden und dass das 
Pflanzen-Selektionsmedium ein Antibiotikum fur die Selektionierung transformierter pfianzlicher Gewebe 

35 enthalt. 

A. Kultivierung des pflanzlichen Gewebes. 

Die Kultivierung des pflanzlichen Gewebes erfolgt analog der in Beispiel 8, Abschnitt A angegebenen 
Verfahrensmassnahmen. 

40 

B. Beschreibung des AgrobacteriunhVekXors. 

Die transformierenden Agrobakterien besitzen des T-DNA-enthaltenden binaren Vektor pCIB10 (Rothstein 
et at., 1987) sowie das vir-Plasmid pAL4404. Die T-DNA von pCIB10 enthalt ein chimares Gen, das aus dem 
Prornotor des Nopalinsynthasegens, der kodierenden Region von Tn5 (die das Enzym Neomycinphosphot- 
45 ransferase kodiert) und dem Terminator des Nopalinsynthasegens zusammengesetzt ist. 

C. Kultivierung der Agrobacterien, Wachstumsbedingungen. 

Agrobakterien mit dem Plasmid pCIB10 werden auf YEB Medium mit 50 u.g/ml Kanamycin kultiviert. Die 
ubrigen Kultivierungsbedingungen entsprechen denjenigen, die in Beispiel 8, Abschnitt C beschrieben sind. 

50 

D. Infektion. 

Die Transformation pfianzlicher Zellen erfolgt gemass den in Beispiel 8 beschriebenen Verfahrensmassnah- 
men. In diesem Fall werden jedoch die aus Abschnitt C resultierenden Aliquots (1 ml) direkt auf mit selektiven 
Antibiotika angereicherten Medien ausplattiert. Das Selektionsmedium enthalt entweder Kanamycin (50 
55 p.g/ml) oder G418 (25 u,g/ml). Die Expression des chimaren nos/neo/nos Gens im transformierten pflanzlichen 
Gewebe erlaubt die Selektion dieses Gewebes auf eines der zuvor genannten Antibiotika. 

E. Kultivierung des transformierten Gewebes. 

In diesem und in alien folgenden Beispielen enthalten die Pfianzen-Wachstumsmedien Phytohormone 
60 gemass den in Beispiel 7 gemachten Angaben. 

Nach 2 bis 4 Wochen wird das transformierte Gewebe auf den Selektionsplatten sichtbar. Nicht-infiziertes 
sowie Kontrollgewebe zeigt keine Anzeichen von Wachstum. Es wird schliesslich braun und stirbt ab. 
Transformiertes Gewebe wachst dagegen auch in Gegenwart von Kanamycin und G418 sehr gut. Zu diesem 
Zeitpunkt werden gut wachsende Gewebestucke auf frisches Selektionsmedium uberimpft und dort weiter 
65 kultiviert. 



26 



EP 0 348 348 A2 



F. Kultivierung somatischer Embryonen. 

Aus den Gewebestucken bilden. sich somatische Embryonen aus. Sie werden auf frisches Medium 
uberimpft (nicht-selektives Medium). 

5 

G. Keimung. 

Wenn die Embryonen beginnen, auszudifferenzieren und zu keimen, d.h. zu dem Zeitpunkt, da sie mit der 
Bildung von Wurzeln beginnen und 2 bis 3 Blatter aufweisen, werden sie in Behalter mit Wachstumsmedium 
ubertragen. Die Pflanzchen werden noch bis zum 6 bis 8 Blattstadium weiterkultiviert, bevor sie von dem 
Agar-Medium entfernt werden. 10 

H. Kultivierung der Pflanzchen. 

Die Pflanzchen werden in Topferde gepflanzt und zur Aufrechterhaltung einer hohen Luftfeuchtigkeit mit 
einem Bechergias abgedeckt und in einem Inkubator 4 bis 8 Wochen lang kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt wird 
das Bechergias entfernt und die Pflanzen werden ins Gewachshaus gebracht. Die Pflanzen wachsen im 15 
Gewachshaus heran, entwickeln Bluten und bilden schliesslich Samen. 

Belspiel 10: Transformation von Zeilen einer Baumwoll Suspensionskulturzu einem Hygromycin-resistenten, 
nicht-tumorosen Phanotyp 

Sofern im folgenden keine anderslautenden Angaben gemacht werden, erfolgt die Durchfuhrung der 20 
Experimente gemass den Angaben in Beispiel 9. Im Unterschied zu Beispiel 8 werden in diesem Fall andere 
transformierende Agrobakterien verwendet. Daruberhinaus enthalt das Pflanzenselektionsmedium ein 
Antibiotikum, das fur die Selektion von transformiertem pflanzlichen Gewebe geeignet ist. 

A. Kultivierung des pflanzlichen Gewebes. 25 
Die Kultivierung des pflanzlichen Gewebes erfolgt analog der in Beispiel 8, Abschnitt A angegebenen 

Verfahrensmassnahmen. 

B. Beschreibung des Agrobacterium-Vekiors. 

Die transformierenden Agrobakterien enthalten den binaren T-DNA Vektor pCIB715 (Rothstein et a!., 1987) 30 
sowie das yjr-Piasmid. Die T-DNA von pCIB715 enthalt ein chimares Gen, das aus dem Promotor und dem 
Terminator des 35S Transkripts von CaMV (Odell et a!., 1985) sowie der kodierenden Sequenz fur die 
Hygromycin-B-Phosphotransf erase (Gritz und Davies, 1983) zusammengesetzt ist. 

C. Kultivierung der Agrobakterien. 35 
Die Agrobakterien, welche das Plasmid pC!B715 enthalten, werden auf YEB Medium, das 50 u.g/mi 

Kanamycin enthalt, kultiviert. 

D. Infektion. 

Die Transformation wird gemass den in Beispiel 8 im Einzelnen ausgefuhrten Verfahrensschritten 40 
durchgefuhrt. In diesem Fall werden jedoch die in Abschnitt (c) resultierenden Aliquots (je 1 ml) direkt auf die 
Medien mit den selektiven Antibiotika ausplattiert. Das Selektionsmedium enthalt 50 u.g/ml Hygromycin. Die 
Expression des chimaren Hygromycin-Gens in transformiertem pflanzlichen Gewebe erlaubt die Selektion 
dieses Gewebes auf Hygrornycin-haltigen Medien. ^ 

E. Kultivierung des transformierten Gewebes. 

Die Kultivierung erfolgt analog der in Beispiel 9, Abschnitt E beschriebenen Verfahrensmassnahmen. Das in 
dem Pflanzen-Selektionsmedium verwendete Antibiotikum ist in diesem Fall Hygromycin. 

Beispiel 11: Transformation von Pflanzenzellen durch Beschuss mit Mikroprojektilen 50 

Ein anderes Verfahren, fremde DNA-Sequenzen in Pflanzenzellen einzufuhren, umfasst das Anheften 
besagter DNA an Partikel, die anschliessend den Pflanzenzellen mit Hilfe eines Apparates, wie er von Klein et 
al. (1988) beschrieben wird, eingeschossen werden. Jedes pflanzliche Gewebe oder pflanzliche Organ kann 
als Ziel dieser Prozedur verwendet werden, einschliesslich, aber nicht darauf beschrankt, Embryonen, apikale 
und andere Meristeme, Knospen, somatische und sexuelle Gewebe in vivo und in vitro. Transgene Zeilen und 55 
Kallus werden gemass etablierter Verfahren, die in der Fachwelt bekannt sind, ausgewahlt. Getroffene 
Gewebe werden veranlasst. somatische Embryonen zu bilden oder Sprosse zu regenerieren, urn transgene 
Pflanzen gemass etablierter, der Fachwelt bekannter Verfahren zu erhalten. Die geeigneten Verfahren konnen 
entsprechend der verwendeten Pflanzenart gewahlt werden. 

Die regenerierte Pflanze kann hinsichtlich der eingebauten fremden DNA chimar sein. Wenn die Zeilen, die 60 
die fremde DNA enthalten, sich entweder in Mikro- oder Makrosporen entwickeln, wird die integrierte fremde 
DNA der sexuellen Nachkommenschaft vererbt werden. Wenn die Zeilen, die die fremde DNA enthalten, 
somatische Zeilen der Pflanze sind, werden nichtchimare transgene Pflanzen durch konventionelle Verfahren 
der vegetativen Vermehrung entweder in vivo, d.h. aus Knospen oder Stengelabschnitten, oder in vitro 
gemass etablierter der Fachwelt bekannter Verfahren hergestellt. Solche Verfahren konnen entsprechend der 65 
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verwendeten Pflanzenart gewahlt werden. 



Beispiel 12: Transformation von Pflanzenzellen durch Injektion 
Der Transfer von DNA in Pf lanzenzellen wird auch durch Injektion in isolierte Protoplasten, kultivierte Zellen 
5 und Gewebe, wie es von Reich et al. (1986 a und b) beschrieben wird, und durch Injektion in meristematische 
Gewebe von Keimlingen und Pflanzen erreicht, wie von de ia Pena et al. (1987), Graves und Goldman (1986), 
Hooykaas-Van Slogteren et al. (1984) und Grimsley et al. (1987 und 1988) beschrieben. Transgene Pfianzen 
und deren Nachkommenschaft werden durch der Fachwelt bekannte Verfahren erhalten. 

10 Beispiel 13: Herstellung eines speziellen Kallustyps von Zea mays, Elite Inzuchtlinie Funk 2717 

Zea mays-Pflanzen der Elite Inzuchtlinie Funk 2717 werden bis zur Blute im Gewachshaus kultiviert und 
selbstbestaubt. Unreife Kolben mit etwa 2 bis 2,5 mm langen Embryonen werden von den Pfianzen genommen 
und in 10% Clorox®-L6sung 20 Minuten desinfiziert. Die Embryonen werden steril aus den Maiskdmern 
entfernt und mit der embryonalen Achse nach unten auf OMS-Medium gelegt, das 0,1 mg/Liter 2,4-D, 6 o/o 

15 (w/v) Saccharose und 25 mM L-Prolin enthalt und mit 0,24 % (w/v) Gelrite® verfestigt ist (Initiationsmedium). 
Nach zweiwochiger Kultivierung im Dunkeln bei 27° C wird der Kallus, der sich am Scutellum gebildet hat, vom 
Embryo entfernt und auf B5-Medium (Gamborg et al., 1968) uberfuhrt, das 0,5 mg/Liter 2,4-D enthalt und zuvor 
mit 0,24 o/o (w/v) Gelrite® verfestigt wird. Der Kallus wird alle 2 Wochen auf frisches Medium ubertragen. 
Insgesamt 8 Wochen, nachdem die Embryonen auf das Initiationsmedium gegeben wurden, kann der 

20 Kallusspezialtyp anhand seiner charakteristischen Morphologie identifiziert werden. Dieser Kallus wird auf 
dem gleichen Medium weiter kultiviert. Nach weiteren 2 Monaten wird der Kallus auf N6-Medium, das 2 
mg/Liter 2,4-D enthalt und durch Zusatz von Gel rite® verfestigt ist, transferiert und periodisch uberimpft. 

Beispiel 14: Herstellung einer Suspensionskultur von Zea mays-Elite Inzuchtlinie Funk 2717 

25 Der in diesem Beispiel beschriebene Kallus wird wenigstens 6 Monate weiterkultiviert. Der Kallustyp, der fur 
die Weiterkultivierung ausgewahit wird. ist vergleichsweise wenig schleimig, ist kornig und sehr krumelig, so 
dass er in kleine einzelne Zellaggregate zerfallt, wenn er in Flussigmedium gegeben wird. Kulturen. die 
Aggregate von stark vakuolisierten Zellen enthalten, werden verworfen. Ungefahr 500 mg Aliquots des oben 
beschriebenen Spezialkallus von Zea mays der Elite-lnzuchtlinie Funk 2717 werden in 30 ml N6-Medium mit 2 

30 mg/Liter 2,4-D in 125 ml Delong-Kolben gegeben. Nach einwochiger Kultivierung bei 26° C im Dunkeln auf 
einer Rundschuttelmaschine (130 Upm, 2,5 cm Dreh-Radius) wird das Medium durch frisches ersetzt. Die 
Suspensionen werden wieder unter gleichen Bedingungen eine weitere Woche kultiviert. Danach werden die 
Kulturen gepruft und diejenigen zuruckbehalten, die eine kleine Zahl grosser, vakuolisierter Zellen zeigen. 
Suspensionskulturen. die Aggregate mit grossen, vakuolisierten Zellen enthalten, werden verworfen. Das 

35 bevorzugte Gewebe besteht aus cytoplasmareichen, sich teilenden Zellaggregaten, die charakteristischerwei- 
se eine gfattere Oberflache als der gewohnliche Typ der Zellaggregate aufweisen. Bei den zuruckbehalten en 
Kulturen sind wenigstens 50 o/o der Zellen in diesen kleinen Aggregaten vorhanden. Dies ist die gewunschte 
Morphologie. Diese Suspensionen besitzen daruberhinaus eine grosse Wachstumsrate mit einer Verdoppe- 
lungszeit von weniger als einer Woche. Die Suspensionskulturen werden wochentlich uberimpft. indem 0,5 ml 

40 PCV (packed cell volume: Volumen sedimentierender Zellen in einer Pipette) in 25 ml frisches Medium 
gebracht werden. Nach 4 bis 6 Wochen, in denen die Weiterkultivierung in der zuvor beschriebenen Weise 
durchgefuhrt wird, nehmen die Kulturen urn das 2 bis 3fache pro wochentlicher Ueberimpfung zu. Kulturen, in 
denen mehr als 75 o/o der Zellen die gewunschte Morphologie aufweisen, werden fur die Weiterkultivierung 
verwendet. Die Linien werden autre chterhalten, indem zum Ueberimpfen immer derjenige Kolben ausgewahit 

45 wird, dessen Inhalt die beste Morphologie zeigt. In einigen Fallen wird die Dispersion der Kulturen durch 
regelmassige Filtration alle 2 Wochen durch nichtrostende Stahlsiebe mit einer Porengrosse von 630 u,m 
erhoht, ohne dass dieses Vorgehen unbedingt notwendig ist. 

Eine Zea mays Suspensionskultur ist bei der American Type Culture Collection (ATCC) hinterlegt worden, 
Hinterlegungsnummer 40326. Diese Hinterlegung erfolgte gemass dem Budapester Vertrag (Hinterlegungsda- 

50 turn: 20. Mai 1987). 

Beispiel 15: Herstellung von Protoplasten aus Zellkulturen von Zea mays 

1 bis 1 ,5 ml PCV von Zellen der Suspensionskultur, die nach dem vorangehenden Beispiel hergestellt wurde 
werden in 10 bis 15 ml einer Filter-sterilisierten Losung inkubiert, die 4% (w/v) Cellulase RS und 1 o/o (w/v) 

55 Rhozyme in KMC-Salzlosung (8.65 g/Liter KCI, 16,47 g/Liter MgCI 2 *6H 2 0 und 12,5 g/Uter CaCl2-2H 2 0, 5 
g/Liter MES pH 5,6) enthalt. Die Reaktion flndet bei 30° C wahrend 3 bis 4 Stunden auf einem langsamen 
Schutteltisch start. Mit einem umgekehrten Mikroskop (Planktonmikroskop) wird die Entstehung der 
Protoplasten verfolgt. Die freigesetzten Protoplasten werden folgendermassen gesammelt: Der Reaktionsan- 
satz wird nacheinander durch Siebe mit 100 urn und 50 u.m Maschenweite filtriert Die Protoplasten werden mit 

60 dem Volumen, das der ursprunglichen Enzymlosung entspricht, durch die Siebe gespult. 10 ml 
Protoplastensuspension wird in je ein Einweg-PIastikzentrifugenrohrchen gegeben und mit 1,5 bis 2 ml einer 
0,6 M Saccharoselosung (gepuffert bei pH 5,6 mit 0,1 o/o (w/v) MES und KOH) unterschichtet. Die Rohrchen 
werden 10 Minuten mit 60 bis 100 x g zentrifugiert und die Protoplasten, die sich in der Zwischenscnicht 
angereichert haben, mit einer Pipette aufgenommen und in ein neues Rohrchen gegeben. Die Protoplasten 

65 werden in 10 ml neuer KMC-Salzlosung resuspendiert und 5 Min. mit 60 bis 100 x g zentrifugiert. Der 
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Ueberstand wird entfernt und anschliessend verworfen. Die Protoplasten werden vorsichtig in dem 
verbleibenden Tropfen resuspendiert. Anschliessend werden schrittweise 10 ml iner 13/14 konzentrierten 
KMC-Losung dazugegeben. Nach erneuter funfminutiger Zentrifugation wird der U berstand entfernt und die 
Protoplasten in einer 6/7 konzentrierten KMC-Losung erneut resuspendiert. Ein Aliquot wird zum Zahten 
entnommen, und die Protoplasten werden noch einmal durch Zentrifugieren sedimentiert. Die Protoplasten 5 
werden in soviel KM-8p-Medium Oder einer 0,5 M Mannitlosung mit 6 mM MgCl2 oder in jedem beiiebigen 
anderen Medium, das fur die nachfolgend in den Beispieien beschriebene Transformation geeignet ist, 
resuspendiert, dass 10 7 Protoplasten in einem ml enthalten sind. 

Beispiel 16: Transformation von Zea mays-Protoplasten durch Elektroporation 10 

A. Alle Schhtte bis auf die Hitzeschockbehandlung werden bei Raumtemperatur (22° bis 28° C) 
durchgefuhrt Die Protoplasten aus dem vorangehenden Beispiel werden in 0,5 M Mannit mit 0,1 o/o (w/v) 
MES und 6 mM MgCI 2 resuspendiert. Der Widerstand dieser Suspension.wird in der Kammer eines Dialog 
Eiectroporator® (DIA-LOG, GmbH, D-4000 Dusseldorf 13, Bundesrepublik Deutschland) gemessen und 15 
mit einer 300 mM MgClz-Ldsung auf 1 bis 1,2 kO eingestellt. Die Protoplasten werden einer 
Hitzeschockbehandlung unterzogen. indem der Becher mit der Probe 5 Minuten in ein Wasserbad von 

45° C getaucht wird, gefoigt von einem Abkuhien auf Raumtemperatur im Eis. Zu Aliquots von 0,25 ml 
dieser Suspension werden 4 ug linearis iertes Plasmid, das ein Pflanzen-selektierbares Hygromycin-Resi- 
stenzgen wie es von Rothstein et al. (1987) beschrieben wurde oder chimare Genkonstrukte enthalt, die 20 
in den Beispieien 32, 36, 41 und 46 beschrieben werden, und 20 u.g Kalbsthymus-Carrier DNA 
gegeben. 0,125 ml 24<>/o (w/v) PEG (MW: 8000) in 0,5 M Mannit mit 30 mM MgCI 2 werden zu den 
Protoplasten gegeben. Die Mischung wird gut aber vorsichtig vermischt und 10 Minuten inkubiert. Die 
Probe wird in die Kammer des Elektroporators gegeben und dreimal 10 Sekunden mit Anfangsspannun- 
gen von 1500, 1800, 2300 oder 2800 Vcnrr 1 gepulst, mit einer exponentiellen Abfallzeit von 10 \ls. 25 
Die Protoplasten werden wie folgt kultiviert: Die Proben werden bei Raumtemperatur in 6 cm Petrischalen 
gegeben. Nach weiteren 5 bis 15 Minuten werden 3 ml KM-8p-Medium mit 1,2 o/o (w/v) SeaPlaque® Agarose 
und 1 mg/Liter 2,4-D hinzugefugt. Die Agarose und die Protoplasten werden gut gemischt, dann lasst man das 
Medium gelieren. . 

B. Das Verfahren von A wird mit einer oder mehreren der folgenden Modifikationen wiederholt: 30 

(1 ) Der Widerstand der Protoplasten preparation wird auf 0,5 bis 0,7 kQ eingestellt. 

(2) Bei dem verwendeten PEG handelt es sich urn ein PEG mit einem Molekulargewicht von 4000. 

(3) Kein PEG oder ein halbes Voiumen von 12 o/ 0 (w/v) PEG wird hinzugefugt. 

(4) Es wird in Intervallen von 3 Sekunden gepulst. 

(5) Die Protoplasten werden nach der Elektroporation in Schalen gegeben, die sich auf einer Platte 35 
bef inden, welche auf 1 6° C gekuhlt wird. 

(6) Die Protoplasten werden nach der Elektroporation in Rohrchen gegeben, mit 10 ml einer 6/7 
konzentrierten KMC-Losung oder W5-L6sung, die 380 mg/Liter KCI; 18,375 g/Liter CaCI 2 «2H 2 0; 9 
g/Liter NaCI; 9 g/Liter Glucose; pH 6,0 enthalt, gewaschen, durch 10 minutige Zentrifugation bei 60 x 

g sedimentiert, in 0,3 ml KM-Medium resuspendiert und wie in A angegeben ausplattiert. 40 

(7) Keine Kalbsthymus-Carrier-DN A wird hinzugefugt. 

Beispiel 17: Transformation von Zea /nays-Protoplasten durch Behandlung mit Polyethylenglykol 

A. Die Protoplasten werden beim letzten Schritt von Beispiel 1 5 in einer 0,5 M Mannit-Losung mit 1 2 bis 45 
30 mM MgCl2 resuspendiert. Die Protoplasten werden, wie in Beispiel 16 beschrieben, einem 5 minutigen 
Hitzeschock von 45° C ausgesetzt Die suspendierten Protoplasten werden fur die Transformation in 
Aliquots von je 0,3 ml in Zentrifugenrohrchen verteilt. Wahrend der nachsten 10 Minuten wird DNA (wie in 
Beispiel 16A und PEG-Ldsung (MG 6000, 40 o/o (w/v) ; Ca(N0 3 >2 0,1 M; Mannit 0,4 M; pH 8 bis 9 mit KOH) 
hinzugefugt, sodass die Endkonzentration an PEG 20 o/o betragt. Die Aliquots werden 30 Minuten unter 50 
gelegentlichem leichten Schutteln inkubiert, die Protoplasten in Petrischalen gegeben (0,3 ml 
ursprungliche Protoplasten-Suspension pro 6 cm Durchmesser-Schaie) und kultiviert, wie in Beispiel 16A 
beschrieben. 

B. Das Verfahren von A wird wiederholt. Die Protoplasten werden aber nach 30 Minuten Inkubation in 

der PEG-Ldsung gewaschen, indem f unfmal in 2 bis 3 Minute n-Abstanden 0,3 ml W5-L6sung hinzugefugt 55 
werden. Die Protoplastensuspension wird anschliessend zentrifugiert und nach Entfernen des 
Ueberstandes kultiviert. wie in Beispiel 16(A) beschrieben. 

C. Die Verfahren von A und B werden wiederholt mit der Modifikation, dass die Endkonzentration von 
PEG zwischen 13 und 25 o/o (w/v) ist. 

60 

Beispiel 18: Regenerierung von Kallus aus Protoplasten 

Die Platten, die die Protoplasten in Agarose enthalten, werden bei 26°C im Dunkeln gehalten. Nach 14 
Tagen entstehen aus den Protoplasten Kolonien. Agarose mit Kolonien wird auf die Oberflache einer 
Petrischale mit 9 cm Durchrnesser gegeben, die 30 ml N6-Medium enthalt, das 2 mg/Liter 2,4-D, verfestigt mit 
0,24 o/o (w/v) Geirite® enthalt. Dieses Medium wird als 2N6-Medium bezeichnet. Der Kallus wird weiter im 65 
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Dunkeln bei 26° C kultiviert, KallusstQcke werden alle 2 Wochen auf frisches, testes 2N6-Medium uberimpft. 

Beispiel 19: Selektion transformierten Kallus von Zea mays 
Beispiel 18 wird wiederholt mit der Modifikation, dass 100 mg/Uter oder 200 mg/Uter Hygromycin B zum 
5 2N6-Medium hinzugefugt wird, urn transformiertes Material selektionieren zu konnen. 

Beispiel 20: Regenerierung von Mais-Pflanzen 

A. Kailus wird auf 2N6-Erhaltungsmedium und auf 0N6 (N6~Medium ohne 2,4-D)- sowie N61 (0,25 
10 mg/Liter 2,4-D und 10 mg/Liter Kinetin)-Medium gegeben, um die Regenerierung zu initiieren. Kallus, der 

auf 0N6- und N61-Medien wachst, wird im Licht kultiviert (16 Stunden/Tag, 800 bis 8000 Ix, weisse 
f luoreszierende Lampen) . Auf N61 gewachsener Kallus wird nach 2 Wochen auf 0N6-Medium transferiert, 
weil eine langer dauernde Kultivierung auf N61-Medium schadiich fur den Kallus ist. Der Kallus wird alle 2 
Wochen uberimpft. selbst wenn er wieder auf dieselbe Medium-formuiierung ubertragen werden soil. 

15 Pflanzchen erscheinen in etwa 4 bis 8 Wochen. Wenn die Pflanzchen eine Hone von wenigstens 2 cm 

erreicht haben, werden sie auf 0N6-Medium in GA7-Container transferiert. Wurzeln bilden sich in 2 bis 4 
Wochen. Wenn die Wurzeln aussehen, als wenn sie gut Wachstum unterstutzen konnten, werden die 
Pflanzchen in Erde in Torftopfe ubertragen und 4 bis 7 Tage beschattet. Es ist oft hilfreich, den 
ausgepflanzten Pflanzchen zur Abhartung 2 bis 3 Tage einen durchsichtigen Plastiktopf Oberzustulpen. 

20 Wenn die Pflanzen vol! entwickelt sind, werden sie wie normale Mais-Pflanzen behandelt und im 

Gewachshaus bis zur Reife kultiviert. Um Nachkommen zu erhalten, werden die Pflanzen selbstbestaubt 
oder mit Wildtypen gekreuzt. 

B. Das Verfahren von A wird wiederholt mit der Modifikation, dass 100 mg/Liter oder 200 mg/Liter 
Hygromycin B zum Erhaltungsmedium fur den Kallus hinzugefugt wird. 

Beispiel 21 : Herstellung embryogener Suspensionen aus Gewebe von Dactylis glomerata L. (Knauelgras) 

A. Embryogener Kallus wird aus basalen Abschnitten der jungsten Blatter von im Gewachshaus 
gezogenen D. gtomerataL. initiiert, wie von Hanning und Conger (1982) beschrieben. Die Blatter werden 

30 durch etwa zehnminutiges Untertauchen in eine 1:10 verdunnte Clorox©-L6sung [eine Losung von 5,25 o/o 

(w/v) Natriumhypochlorit; The Clorox Company, Oakland, CA 94623, USA] oberflachensterilisiert und 
anschliessend aseptisch in kleine Abschnitte von 1 bis 5 mm Lange oder Durchmesser geschnitten. 
Diese Abschnitte werden auf steriles SH-30-Medium gelegt, das 0,8 o/o (w/v) Agarose als Gelierungsmit- 
tel enthalt. Kallus und/oder embryogene Strukturen treten innerhalb von 2 bis 6 Wochen nach Auflegen 

35 wahrend Kultivierung bei etwa 25° C auf. Embryogener Kallus wird durch Ueberimpfen auf frisches 

SH-3-Medium im Abstand von 2 bis 4 Wochen und Kultivierung im Dunkeln bei 25° C aufrechterhalten. 

B. Embryogene Suspensionskulturen werden durch Einbringen von etwa 0,5 g embryogenen Kallus 
(Frischgewicht) in 50 ml Flussigmedium initiiert, das von Gray und Conger (1985) beschrieben ist und 45 
u.M Dicamba und 4 g/Liter Caseinhydrolysat enthalt. Die Suspensionskulturen werden bei 27° C und einer 

40 Photoperiode von 16 Stunden Ucht (3300 Ix), 8 Stunden Dunkel auf einer Rundschuttelmaschine bei etwa 

130 Upm in 125 ml Delong-Gefassen, die mit einer Metallkappe und Parafilm® verslegelt sind, kultiviert. 
Nach etwa 4 Wochen lasst man die grossen Klumpen sich etwa 30 Sekunden lang absetzen, und 10 ml 
Aliquots des uberstehenden Mediums, das kleine Zellhaufen enthalt, werden entfernt und in 50 ml 
frisches Medium ubertragen. Dieser Prozess wird alle 3 bis 4 Wochen wiederholt, indem die gelungensten 

45 Kulturen verwendet werden, die durch ihre kleinere Haufengrosse und bessere Qualitat auf Grund des 

Vorhandenseins von kleinen, cytoplasmatischen Zellen bestimmt werden. Nach 5 bis 8 Uebertragungen 
sind die Suspensionen im wesentlichen frei von embryogenen Zellen und die Mehrheit der embryogenen 
Zellhaufen ist ziemlich klein (150 bis 2000 um). 

50 Beispiel 22: Isolierung und Reinigung von Dactylis glomerata L. Protoplasten 

Protoplasten werden aus den embryogenen Suspensionskulturen des vorangegangenen Beispiels 
hergesteilt, indem die Zellen aseptisch durch eine NaJgene® 0,2 um Filtereinheit gefiltert und anschliessend 0,5 
g Zellen (Frischgewicht) zu je 12,5 ml Protoplasten-Enzymmischung in eine Petrischale gegeben werden. Die 
filtersterilisierte Enzymmischung besteht aus 2 o/o (w/v) Celluiase.RS, 7 mM CaCl2 • H20, 0.7 mM NaH 2 PCU • 

55 H 2 0, 3 mM MES (pH 5,6), Glucose (550 mOs/kg H 2 0 von pH 5,6). Die Mischung wird auf einem kreisenden 
Schuttler bei etwa 50 Upm in Dammerlicht ( < 400 Ix) etwa 4 bis 5 Stunden lang bewegt. Alles zusammen wird 
anschliessend durch ein nichtrostendes Stahlsieb (100 u.m Maschengrosse) gesiebt, in 12 ml Zentrifugenrohr- 
chen verteilt und bei etwa 60 bis 100 x g etwa 5 Minuten lang zentrifugiert. Das Protoplasten-enthaltende 
Sediment wird anschliessend dreimal mit Protoplasten kulturmedium KM-8p, das auf 550 mOs/kg H2O mit 

60 Glucose eingestellt ist, gewaschen. An dieser Stelle kann ein weiterer Schritt zur Reinigung der Protoplasten 
eingeschoben werden. In diesem Fall werden die gewaschenen Protoplasten auf 10 ml KM-8p Kultur medium, 
das auf 700 mOs/kg H 2 0 mit Saccharose eingestellt ist, geschichtet. Nach der etwa zehnminutigen 
Zentrifugation bei 60 bis 100 x g werden die Protoplasten, die eine Bande an der Grenzflache bilden, mit Hiife 
einer feinen Pipette gesammelt. Schliesslich werden die Protoplasten in 1 bis 2 ml KM-8p-Kulturmedium 

55 resuspendiert und durch ein nichtrostendes Maschensieb gesiebt (20 u.m Maschenweite). Die freigesetzten 
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Protoplasten werden gesammelt, gewaschen und zur Kultur in KM-8p-Medium resuspendiert Oder in 
osmotisch eingestellten Medium, das fur die Transformation geeignet ist 

Beispiel 23: Dactylis glomerata L. Protoplastenkultur und Kalluswachstum 

5 

A. Die gereinigten Protoplasten werden in einer Dichte von etwa 5 x 10 5 Protoplasten/ml in 
KM-8p-Kulturmedium ausplattiert, das 1,3% (w/v) SeaPIaque® Agarose (FMC Corp., Marine Colloids 
Division, Rockland, Maine, USA) und 30 bis 40 % (v/v) konditioniertes Medium (erhalten von 3 bis 4 
Wochen alten D. glomerata L. embryogenen Suspensionskulturen, indem das Medium durch ein steriles 
Nalgene® 0,2 u.m Filter gefiltert, das Medium durch Hinzufugen von Glucose auf 550 mOs/kg H 2 0 10 
eingestellt und nochmal sterilfiltriert wird) enthalt. Die Platten werden anschliessend im Dunklen bei einer 
konstanten Temperatur von 28° C aufgestellt. Nach 10 bis 14 Tagen wird die Agarose in Keile geschnitten 

und in eine "bead" Kultur, wie sie von Shillito et al. (1983) beschireben wird, gegeben, indem 20 ml SH-45 
Suspensionskulturmedium mit 3 % (w/v) Saccharose pro 3 ml ursprunglicher in Agarose eingebetteter 
Kultur verwendet wird. Die Platten werden auf eine Schuttelvorrichtung gestellt und mit etwa 50 Upm im 15 
Ucht von 670 Ix geschuttelt. Neue Suspensionskulturen bilden sich, wahrend die Kolonien aus der 
Agarose herauswachsen und Zellen in das Flussigmedium freiiassen. Die resultierenden, in der 
Suspension kuitivierten Zellen werden auf durch Agar verfestigtes SH-30-Medium ausplattiert und im 
Dunklen aufgestellt bis sich Kalius bildet. 

B. Protoplasten werden wie in A beschrieben kultiviert bis darauf, dass das Kulturmedium kein 20 
konditioniertes Medium enthalt 

Beispiel 24: Transformation von Dactylis glomerata L. Protoplasten mit Hilfe der Elektroporation . 

A. Sofort nach der Reinigung der Protoplasten wird die Elektroporation gemass Shillito et al. (1985) 25 
durchgefuhrt, indem ein linearisiertes Plasmid verwendet wird, wie es im Beispiel 16 beschrieben ist. Die 
Protoplasten werden nach dem letzten Waschen in einer Dichte von etwa 7 x 10 6 Protoplasten/ml im 
Elektroporationspuffer (0,4 M Mannit, 6 mM MgCl2) resuspendiert. Die Protoplasten werden in Aliquots 

von 0,7 ml in 10 ml Plastikzentrifugenrohrchen gegeben. Plasmid DNA in einer Endkonzentration von 10 
u.g/ml und beschallte Kalbsthymus DNA in einer Konzentration von 50 u.g/ml werden zu den Rohrchen 30 
gegeben. Anschliessend werden 0,38 ml PEG-Ldsung [24% (w/v) PEG 6000 in 0,4 M Mannit, 30 mM 
MgCl2, 0,1 % (w/v) MES (pH 5,6)] hinzugefugt und die Losung leicht gemischt. Die Protoplastensuspen- 
sion wird in die Kammer eines Dialog® Elektroporators uberfuhrt und 10 Pulse mit einer Anfangsspannung 
von 3250 Vcnr 1 und einer exponentiellen AbfaJIkonstante von 10 u.s werden in 30 s Abstanden gegeben. 
Die Probe wird aus der Kammer entfernt und in eine Petrischale mit einem Durchmesser von 10 cm 35 
gegeben. 10 ml KM-8p-Medium, das 1,2% (w/v) SeaPIaque® Agarose enthalt, wird hinzugefugt, die 
Protoplasten gleichmassig im gesamten Medium verteilt und die Agarose gelieren lassen. 

B. Beispiel 24 A wird wiederholt bis darauf, dass die benutzte Anfangsspannung 2500 Vcnrr 1 , 3000 
Vcnr 1 , 3500 Vcnr 1 , 4000 Vcm" 1 oder 5000 Vcnr 1 ist. 

C. Beispiels 24 A und B werden wiederholt, bis darauf, dass ein PEG mit MW 4000 Oder ein PEG mit MW 40 
8000 verwendet wird. 

D. Die Beispiele 24 A bis C werden wiederholt, bis darauf, dass die Endkonzentration von PEG 
zwischen 10 % und 30 % (w/v) ist. 

Beispiel 25: Transformation von Dactylis glomerata L. Protoplasten durch Behandlung mit Polyethylenglykol 45 
(PEG) 

A. Der von PEG vermittelte direkte Gentransfer wird gemass Negrutiu et al. (1987) durchgefuhrt. Nach 
dem letzten Waschen werden die Protoplasten in 0,5 M Mannit mit 15 mM MgCfe in einer Dichte von 
etwa 2 x 10 6 pro ml resuspendiert. Die Protoplastensuspension wird in 1 ml Aliquots in 10 ml 50 
Plastikzentrifugenrohrchen verteilt. Die DNA wird wie in Beispiel 24 oben beschrieben hinzugefugt und 
anschliessend werden 0,5 ml der PEG-L6sung hinzugegeben [40 % (w/v) PEG 4000 in 0,4 M Mannit, 0,1 

M Ca(N03)2. pH 7,01. Die Losungen werden leicht vermischt und 30 Minuten lang bei Raumtemperatur 
(etwa 24* C) unter gelegentlichem Schutteln inkubiert. Anschliessend werden 1,4 mi der Waschlosung 
hinzugefugt und der Inhalt des Rohrchens leicht gemischt. Die Waschlosung besteht aus 87 mM Mannit, 55 
1 15 mM CaCI 2 , 27 mM MgCte, 39 mM KCI, 7 mM Tris/HCI und 1 ,7 g/Liter myo-lnosit, pH 9,0. Vier weitere 
1 ,4 ml Aliquots Waschlosung werden in 4 Minuten Abstanden hinzugefugt, mit einer Durchmischung nach 
jeder Zugabe. Das Rohrchen wird anschliessend mit 60 x g etwa 10 Minuten lang zentrifugiert und der 
Ueberstand verworfen. Die sedimentierten Protoplasten werden in 1 ml KM-8p-KuIturmedium 
aufgenommen und in eine 10 cm Petrischale gegeben. 10 mi KM-8p-Medium, dass 1,2% (w/v) 60 
Sea-Plaque® Agarose enthalt, wird hinzugefugt. Die Protoplasten werden gleichmassig im Medium 
verteilt und die Agarose gelieren lassen. 

B. Das Verfahren von A wird mit einer oder mehreren der folgenden Modifikationen wiederholt: 

(1) Der pH der Waschlosung wird auf 5,6 oder 7,0 eingestellt. 

(2) Das verwendete PEG hat ein Molekulargewicht von 2000, 6000 Oder 8000. 65 
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(3) Das Waschmedium besteht aus 154 mM Nad, 125 mM CaCte, 5 mM KCI, 5 mM Glucose, mit 
KOH auf pH 6,0 eingestellt, Oder aus 0,2 M CaCk, 0,1 % (w/v) MES, mit KOH auf pH 6,0 eingestellt, 
Oder aus 0,2 M CaCl2, 7 mM Tris/HCI, mit KOH auf pH 9,0 eingestellt. 

5 Beispiel 26: Transformation von Dactylis glomerata L Protoplasten nach Hitzeschockbehandlung 

Die Transformation wird wie in den Beispielen 24 oder 25 beschrieben ausgefuhrt, bis darauf, dass die 
Protoplasten vor der Verteilung der ANquots in die Rohrchen zur Transformation oder nach der Verteilung der 
Aliquots und vor der Zugabe von PEG 5 Minuten lang bei 45° C inkubiert werden. 

10 Beispiel 27: Selektion transformierter Kolonien 

A. Die Kulturplatten (Petrischalen), die die Protoplasten aus den Beispielen 24 bis 26 enthalten, werden 
10 Tage lang im Dunklen bei etwa 25°C inkubiert und anschliessend in 5 gleiche Scheiben fur die "Bead" 
Kultur (Shillito et al., 1983) geschnitten. 4 der Scheiben werden je in 20 ml SH-45 Kulturmedium mit 4 

15 g/Liter Caseinhydrolysat und 20 jig/m! Hygromycin B gelegt. Die funfte Scheibe wird in 20 ml des gleichen 

Mediums, jedoch ohne Hygromycin B, ais nicht selektionierte Kontrolle gelegt. Nach 4 bis 5 Wochen 
werden die mutmasslich transformierten, von Protoplasten abgeleiteten Zellkolonien, die in Hygromycin B 
wachsen, aus der Agarose herausgeschnitten und in eine 19 mm Petrischale mit 2 ml flussigem 
SH-45-Medium, das 20 ng/ml Hygromycin B enthalt, gegeben, das mit etwa 50 Upm auf einem kreisenden 
20 Schuttler geschuttelt wird. Nach weiteren 4 bis 5 Wochen werden alle Kolonien, die zu neuen 

Suspensionen heranwachsen, in 125 ml Erlenmeyerkolben uberfiihrt, und in einer ahnlichen Weise wie die 
elterliche Suspensionskultur gezogen, bis darauf, dass 20 ng/ml Hygromycin B im Medium enthalten ist. 
Die neuen Suspensionen werden alle 1 bis 3 Wochen in neues Medium uberimpft, indem SH-45-Medium, 
das 4 g/Liter Caseinhydrolysat und 20 p,g/ml Hygromycin B enthalt, verwendet wird. Zellen zus diesen 
25 Suspensionen werden auch auf festem SH-30-Medium, das 20 [ig/ml Hygromycin B enthalt, ausplattiert und 
bei etwa 25° C im Dunkeln inkubiert. Kalli, die aus den ausplattierten Zellen wachsen, werden alle 2 Wochen in 
frisches Medium uberimpft. Die Zellen, die In Gegenwart von Hygromycin B wachsen, sind mit grosser 
Wahrscheinlichkeit Transformanten. 

B. Die Selektion wird wie in Beispiel 27 (A) beschrieben durchgefuhrt, bis darauf, dass die von den 
30 Protoplasten abgeleiteten Zellkolonien, die in Hygromycin B enthaltendem Medium wachsen, auf 

SH-30-Medium-Agarplatten, die 20 jig/ml Hygromycin B enthalten, gelegt und bei etwa 25° C im Dunklen 
inkubiert werden. 

Beispiel 28: Regenerierung von transformierten Dactylis glomerata L. Pflanzen 

35 

A. D. glomerata L. Kallus (erhalten wie in Beispiel 27 beschrieben) der von Protoplasten abgeleitet ist, 
wird auf festem SH-30-Medium gezogen und alle 2 Wochen uberimpft. Alle Embryonen, die sich bilden, 
werden entfernt, auf einem Keimungsmedium ausplattiert (SH-O) und ins Licht gebracht (3700 bis 4600 
Ix). Die Keimung dieser Embryonen erfolgt in 1 bis 4 Wochen und die resultierenden Pflanzchen werden 

40 auf SH-O-Medium im Licht gebracht, urn Wurzelsysteme zu bilden. Sie werden im 6- bis 12-Blatt-Stadium 

ins Gewachshaus gebracht und schrittweise abgehartet. 

B. Kallus (erhalten wie in Beispiel 27 beschrieben), der von Protoplasten abgeleitet ist, wird auf 
SH-O-Medium, das mit 0,24 o/o (w/v) GelRite® verfestigt ist, im Licht (3700 bis 4600 Ix) gezogen und aile 
zwei Wochen uberimpft. Die resultierenden Pflanzchen werden auf eine 1:1 Mischung von SH-O- und 

45 OMS-Medium gebracht, die mit einer Kombination von 0,12 o/o (w/v) GelRite® und 0,4 Wo (w/v) Agar 

verfestigt ist, und beleuchtet, urn Wurzelsysteme zu bilden. Sie werden im 6- bis 12-Blatt-Stadium ins 
Gewachshaus gebracht und schrittweise abgehartet. 

C. Kieine Pflanzchen werden erhalten wie in A und B beschrieben, auf OMS-Medium gebracht, das mit 
0,8 o/o (w/v) Agar verfestigt ist, und beleuchtet, damit sich Wurzelsysteme entwickeln konnen. Sie werden 

50 im 6-bis 12-Blatt-Stadium ins Gewachshaus gebracht und schrittweise abgehartet. 

D. Kieine Pflanzen werden wie in A beschrieben erhalten, auf eine 1:1 Mischung von SH-0 und 
OMS-Medium, verfestigt mit einer Kombination von 0,12 o/ 0 (w/v) GelRite® und 0,4 o/ 0 (w/v) Agar, gelegt 
und beleuchtet, urn Wurzelsysteme zu bilden. Sie werden im 6- bis 12-Blattstadium ins Gewachshaus 
gebracht und schrittweise abgehartet. 

55 

Beispiel 29: Transformation und Regenerierung von Tomaten 

Tomaten werden mit manipulierten A. tumefaclens transf ormiert (Nelson et al., 1988), das einen in Pflanzen 
selektierbaren Marker (z.B. Kanamycin-Resistenz) und das chimare Gen enthalt, das den interessierenden 
Protease-lnhibitor kodiert. Die Blattscheibentransformation von Tomaten mit A tumefaclens erfolgt gemass 
60 McCormick et al. (1986). 

Beispiel 30: Transformation und Regenerierung von Kartoffeln 

Kartoffeln werden mit manupulierten A, tumefaclens transformiert (Stockhaus et al., 1987), das einen in 
Pflanzen selektierbaren Marker (z.B. Kanamycin-Resistenz) und das chimare Gen, das den interessierenden 
65 Protease-lnhibitor kodiert, enthalt. 
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IV. Ergebnlss 

Beispiel 31 : Bioassay transformierter Baumwolle 

Eier von Hetiothis virescens werden vom "Tobacco Insect Control Laboratory at North Carolina State 5 
University, Raleigh, North Carolina" bezogen. Die Eier befinden sich auf einer Mullenterlage, die in grosse 
abgedeckte Becherglaser uberfuhrt wird. Das Becherglas ist mit feuchtem Rlterpapier ausgekleidet, urn eine 
gleichbleibende Feuchtigkeit zu garantieren. Die Inkubation der Heliothis-E\er erfolgt bei einer Temperatur von 
29° C. Unter diesen Bedingungen schlupfen die Larven innerhalb von drei Tagen. Nach dem Schlupfen werden 
die Larven sobald wie mdglich in kleine abgedeckte Plastikbehalter uberfuhrt (1 Larve/Behalter), die jeweils 10 
eine Baumwoliblattscheibe enthalten. Die Uebertragung der Larven erfolgt mit Hilfe eines feinborstigen 
Pinsels. 

Die Blattscheiben, die einen Durchmesser von einem Zentimeter aufweisen, werden zuvor aus den Blattern 
von Baumwollpflanzen ausgestanzt und in dem Plastikbehalter auf etn rundes angefeuchtetes Filterpapier 
aufgebracht. Von jeder Pflanze werden mindestens 6 bis 10 Blattscheiben, die sowohl von jungen als auch von 15 
alten Blattern stammen, getestet. Die Blattscheiben werden in 2 Tagesintervallen Oder aber in Abhangigkeit 
von der Nahrungsaufnahme nach Bedarf ersetzt. Die Wachstumsraten (die Grosse Oder das Gesamtgewicht 
alier innerhalb einer Versuchsgruppe befindiichen Larven) sowie die Sterbiichkeitsrate der Larven, die sich von 
Blattern transformierter Pflanzen ernahren, werden mit denjenigen der Kontrolltiere, die sich von 
nichttransformierten Baumwollblattern ernahren, verglichen. 20 

Larven, die sich von Blattscheiben ernahren, die von Baumwollpflanzen stammen, die mit dem 
Protease-lnhibitor-Gen transformiert sind, zeigen eine stark verminderte Wachstumsrate sowie eine urn 
100 o/o erhohte Sterblichkeit im Vergleich mit den Kontrollen. 

Beispiel 32: Mais, der durch die Expression von Huhnereiweiss-Cystatin resistent gegen Schaden durch 25 
Diabrotf'ca ist 

A. Konstruktion des pCIB715/710-Cystatin-Vektors. 
Das Cystatin-Gen wird wie in Beispiel 3 C beschrieben synthetisiert. Die 363 Bp DNA-Sequenz wird 

gereinigt und in die BamHI-Schnittstelle des pCIB710-Vektors wie in Beispiel 5 beschrieben eingefugt. Der 
resultierende Vektor wird als pCIB710-Cystatin bezeichnet. Dieser Vektor wird mit EcoRI geschnitten und die 
resultierende DNA mit alkalischer Phosphatase behandelt. Piasmid pC!B715 (Rothstein et aL, 1987) wird mit 
EcoRI geschnitten und mit pCIB710-Cystatin von oben verknupft. Der resultierende Vektor wird 
pCIB715/710-Cystatin genannt. 

B. Transformation und Regenerierung von Mais. 
Maisgewebe wird mit dem pCIB710 Vektor Oder vorzugsweise dem pCIB715/710 Vektor, der den Cystatin 

Geneinscub tragt, transformiert und Pflanzen werden wie in den Beispielen 16 bis 20 beschrieben regeneriert. 
Zur Kontrolle werden Pflanzen, die nur mit dem pCIB710 Vektor oder dem pCIB715 Vektor ohne Geneinschub 
transformiert sind, auf dieselbe Weise hergestellt. Transformiertes Pflanzengewebe wird durch Empfindlich- 40 
keit gegenuber dem entsprechenden Antibiotikum seiektioniert. Die Ausgangspflanzen werden selbstbe- 
fruchtet und man erhalt Samen (T1 Samen). 

C. Test von Pflanzen auf Cystatin-Expression. 
Pflanzen, die aus den T1 Samen gewachsen sind, werden auf das Vorhandensein und die Expression des 

Cystatin-Gens hin untersucht, indem verschiedene Tests angewendet werden. 

(1) DNA wird isoliert und mit BamHI geschnitten; die Abbauprodukte werden auf einem 1,5 o/o 
Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Fragmente werden auf Nitrocellulose ubertragen 
und mit dem Cystatin-Gen, das mit 32 P durch nick-Translation markiert ist, hybridisiert [siehe Maniatis et 
al. (1982) wegen der Techniken], Die Anwesenheit des Cystatin-Gens wird durch eine Bande ausfindig 
gemacht, die etwa363 Basenpaaren entspricht und mit der Probe hybridisiert. 

(2) RNA wird durch das Northern Blot Verfahren (Maniatis et al., 1982) als eine Bande ausfindig 
gemacht, die etwa 380 Basen entspricht, und mit dem 32 P-Cystatin-Gen hybridisiert, das oben 
beschrieben ist. 

(3) Cystatin-Protein wird mit immunologischen Standardtechniken mit einem monoklonalen Kaninchen 
Antikorper ausfindig gemacht, der gegen kommerziell (Sigma) erhaltliches Cystatin produziert wurde. 

(4) Cystatin-Aktivitat wird dadurch ausfindig gemacht. dass Materia! aus den Pflanzenextrakten mit 
immunologischen Methoden gereinigt wird, indem der polyklonale Anti-Cystatin-Antikorper aus 
Kaninchen und Protein A Sepharose verwendet und das isolierte Materia! auf die Fahigkeit getestet wird, 
die Proteolyse von 14 C-BSA durch Papain und durch Darmhomogenate von Diabrotica wie in Beispiel 1 
beschrieben zu hem men. 

D. Resistenze von transformierten Maispflanzen gegen Schaden durch Diabrotica. 
Aus T1 Samen erhaltene Keimlinge werden in grobem Vermikulit in 100 mm Petrischalen (5 pro Schale, 5 

Schalen) gepflanzt. Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen, wird jede Schale mit 20 65 
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DiabroticaAjwen im zweiten Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Zahl, das Gewicht der 
Ueberiebenden und das Gewicht der gewaschenen Wurzeln der Maispflanze bestimmt. Die Resistenz der 
transformierten Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's Test p <0,05) Emiedngung der 
Gewichtszunahme der Larven, Erniedrigung der Ueberlebensrate der Larven oder in der Emiedngung im 
5 Verlust des Wurzelgewichts, verglichen mit Insekten-freien Pfianzen bestimmt, indem Pflanzen, die das 
Cystatin-Gen exprimieren, mit Kontrolipflanzen die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, 
oder mit nicht-transformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 33: Kartoffeln und Tomaten, die durch die Expression von Cystatin resis tent gegen Schaden durch 
10 Leptinotarsa decem/ineata (Kartoffelkafer) sind 

A. Konstruktion des pCIBIO-Cystatin Vektors. 

Das Cystatin-Gen wird synthetisiert und wie in Beispie! 32A beschrieben mit dem Vektor pCIB710 verknupft. 
Das Cystatin-Gen und der 35S CaMV-Promotor werden weiterhin aus dem pCIB710 Vektor heraus, in den 
15 pCIBIO Vektor hineinkloniert. Dazu wird pC!B710 mit Xbal und EcoRI geschnitten, das 1593 Bp Fragment 
isoliert und dieses Fragment mit Xbal und EcoRI geschnittenem pCIBIO verknupft, urn den pCIBIO-Cystatin 
Vektor zu erhalten. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

20 Der pCIBIO-Cystatin Vektor oder vorzugsweise der pCIB715/710-Cystatin Vektor wird in A tumefaciens, 
das ein Virulenzplasmid wie LBA 4404 (Beispiel 5) oder pCIB542 tragt, eingefuhrt. pCIB542 ist ein 
manipuliertes A. tumefaciens vir-Plasmid, das von P TiBo542 (Hood et al., 1986) abgeleitet ist. Bei pCIB542 ist 
das bakterieile Kanamycin-Relistenzgen ersetzt durch ein bakterielles Streptomycin/Spectinomycin-Resi- 
stenzgen Der Stamm, der sowohl pCIB710-Cystatin oder pCIB715/710 Cystatin als auch pCIB542 tragt, wird 

25 verwendet, urn transformierte Tomatenpflanzen gemass dem Verfahren von Fischhoff et al. (1987) oder wie in 

Beispiel 29 zu machen. , . 

Kartoffelpflanzen, die pCIBIO-Cystatin oder pCIB715/710 Cystatin enthalten, werden nach dem Verfahren 

von Stockhaus et al. (1987), Beispiel 30, erhalten. 

30 C. Test von Pflanzen auf Cystatin-Expression. 

Tests der Transformanten auf Cystatin-Expression werden wie oben fur Mais beschneben durchgefuhrt. 

D Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch L decemfineata. 

10 vier Wochen alte Pflanzen werden je mit 5 Larven von L decem/ineata im 2. Hautungsstadium infiziert. 
Man iasst die Larven 4 Tage lang fressen und bestimmt dann die Insekten-Mortalitat, die Gewichtszunahme 
der Insektion und das Ausmass des den Pflanzen zugefugten Schadens. Die Resistenz der transformierten 
Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's t Test p <0,05) Abnahme in der Gewich szunahme 
sowie Ueberlebensrate der Larven oder einer Abnahme des Pflanzenschadens ermittelt, indem Pflanzen, die 
das Cystatin-Gen exprimieren, mit Kontrolipflanzen, die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert 
40 sind, oder mit nichttransformierten Pfianzen, verglichen werden. 

Beispiel 34: Knauelgras (Dactylis ghmeratal das durch die Expression von Cystatin resistent gegen Schaden 
durch Coleoptera (Kafer) ist 

45 A. Konstruktion des Vektors. t . . . . .. fln 

P CIB710 Cystatin und pCIB715/710 Cystatin werden hergestellt wie in Beispiel 32A beschneben. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. n riR7m 
Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 24 und 28 beschneben erhalten, indem pC!B71Q 

50 Cystatin und pCIB715/710 Cystatin verwendet werden. 

C. Test der Pflanzen auf Cystatin-Expression. 

Tests der Transformanten auf Cystatin-Expression werden wie in Beispiel 32C beschrieben durchgefuhrt. 

55 D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Diabrotica ^ eci ^ c ^ 

Aus T1 Samen erhaltene Keimlinge werden in feine Erde in 100 mm Petrischalen (10/Scha e, 5 Schalen) 
gepflanzt. Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen, wird jede Schale mit 20 Diabrotica-Lz^ urn 
zweiten Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Zahl und das Gew.cht der Ueberiebenden 
bestimmt, zusammen mit dem Gewicht der gewaschenen Wurzeln der PHarize. Die Resistenz der 

60 transformierten Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's t Test p < 0 05) Emiedngung der 
Gewichtszunahme der Larven, Erniedrigung der Ueberlebensrate der Larven oder Erniedrigung im Verlust des 
Wurzelgewichts, verglichen mit insekten-freien Pflanzen, ermittelt, indem Pflanzen, die das Cystatin-Gen 
exprimieren, mit Kontrolipflanzen, die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit 
nicht-transformierten Pflanzen verglichen werden. 
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Beispiel 35: Baumwolle, die durch Expression von Cystatin resistent gegen Schaden durch Anthonomus 
grandis (Amerikanischer Baumwollkapselkafer) ist 

A. Konstruktion des Vektors. 

pCIB71 5/710 Cystatin und pCIBIO Cystatin werden wie in den Beispieien 32A und 33A beschrieben 5 
hergestellt. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pfianzen werden wie in den Beispieien 7 bis 10 wie beschrieben erhalten, indem pCIB 
715/710 Cystatin oder pCIBIO Cystatin in Agrobacterium verwendet werden. 10 

C. Test der Pflanzen auf Cystatin-Expression. 

Tests der Transformanten auf Cystatin-Expression werden wie in Beispiel 32C beschrieben durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transformierten Pfianzen gegen Schaden durch A. grandis. 15 
10 transformierte Pflanzen werden gezogen, bis sich Kapsein zu bilden beginnen. Jede Pflanze wird mit 3 

erwachsenen weiblichen A. grandis infiziert. Der den Pflanzen zugefiigte Schaden wird nach einer Woche 
bewertet und Qberlebende Erwachsene werden entfernt. Der Schaden durch Larven, die Zahl der Larven und 
das Gewicht pro Pflanze werden in wochentiichen Abstanden 4 Wochen iang gemessen. Die Resistenz der 
transformierten Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Students t Test p<0,05) Erniedrigung der 20 
Gewichtszunahme der Larven, Erniedrigung der Ueberlebensrate der Larven oder Erniedrigung im Verlust des 
Wurzelgewichts verglichen mit Insekten-freien Pflanzen bestimmt, indem Pflan zen, die das Cystatin-Gen 
exprimieren, mit Kontrollpflanzen, die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, .oder mit 
nicht-transformierten Pflanzen verglichen werden. 

25 

Beispiel 36: Mais, der durch Expression des Sojabohnen KunitzTrypsin-lnhibitors resistent gegen Schaden 
durch Lepidoptera (Schmetterlinge) Larven ist 

A. Konstruktion des pCIB715/710-KTl Vektors. 

Die Trypsin-lnhibitor cDNA aus Sojabohnen wird durch das Verfahren von Hoffman et al. (1984) erhalten. 30 
Das 652 Bp Fragment wird verandert, so dass die Sequenz am Methionin Startcodon (44 im ursprunglichen 
Fragment) beginnt. An das 3'-Ende werden Codons fur die fehlenden drei Aminosauren plus einem Stopcodon 
angefiigt. BamHI Linker werden an beide Enden angefugt. Diese Konstruktion wird erreicht, indem zuerst das 
652 Bp Fragment mit Eco57l und BstXI geschnitten sowie das resultierende 517 Bp Fragment nach einer 
Agarose Gelelektrophorese isoliert wird. Die Oligonukleotide, die in Fig. 11 abgebildet sind, werden 35 
synthetisiert. Phosphate werden an die 5'-Enden des 517 Bp Fragmentes und die Oiigonukleotide 3M und 5C 
gehangt und alle Fragments werden wie oben beschrieben verknupft. Das resultierende Fragment wird isoliert 
und mit der BamHI -Schnittste lie des pC!B710 Vektors wie oben beschrieben verknupft. Der resultierende 
Vektor wird als pCIB710-KT1 bezeichnet. 

40 

B. Transformation und Regenerierung von Mais. 

Maisgewebe wird mit dem pCIB710 Vektor oder bevorzugt mit dem pCIB715/710 Vektor, der den Soja 
Kunitz Trypsin Inhibitor-Geneinschub enthalt, transformiert und Pflanzen werden wie in Beispieien 16 bis 20 
beschrieben regeneriert. Zur Kontrolle werden Pflanzen auf dieselbe Weise hergestellt, jedoch mit dem 
pClB710 Vektor oder dem pCIB715 Vektor ohne Geneinschub. Transformiertes Pflanzengewebe wird auf 45 
Grund der Empfindlichkeit gegenuber dem entsprechenden Antibiotikum selektioniert. Die Anfangspflanzen 
werden selbstbestaubt und Samen (T1 Samen) wird erhalten. 

C. Test von Pfianzen auf die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen. 

Pflanzen, die aus T1 Samen gezogen wurden, werden auf das Vorhandensein und die Expression des Kunitz 50 
Trypsin-inhibitor-Gens aus Sojabohnen getestet, indem die folgenden Testverf ahren angewendet werden. 

(1) DNA wird isoliert und mit BamHI geschnitten; die Abbauprodukte werden auf einem 1,5% 
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Fragmente werden auf Nitrocellulose ubertragen 
und mit dem Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen aus Sojabohnen hybridisiert, das durch nick-Translation mit 32 P 
markiert ist [siehe Maniatis et al. (1982) wegen der Techniken]. Das Vorhandensein des Kunitz 55 
Trypsin-lnhibitor-Gens wird durch eine Bande ausfindig macht, die etwa 630 Bp entspricht und mit der 
Probe hybridisiert. 

(2) RNA wird durch das Northern Blot Verfahren als eine Bande ausfinding gemacht, die etwa 650 
Basen entspricht und mit dem 32 P-Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen aus Sojabohnen hybridisiert, das oben 
beschrieben ist. t 60 

(3) Kunitz Trypsin-lnhibitor-Protein aus Sojabohnen wird mit Hilfe immunologischer Standardtests mit 
einem polyklonalen Antikorper aus Kaninchen nachgewiesen, der gegen kommerziell (Sigma) erhaltlichen 
Kunitz Trypsin-lnhibitor nach Reinigung durch Reverse Phase-HPLC uber eine Vydac Phenylsaule 
produziertwurde. 

(4) Die Aktivitat des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen wird bestimmt, indem mit immunolo- 65 
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gischen Verfahren Materia! aus Pflanzenextrakten mit Hilfe des polyklonalen Anti-Sojabohnen-Kunitz 
Trypsin-lnhibitor-Antikorpers aus Kaninchen und Protein A Sepharose gereinigt und anschliessend das 
isolierte Material auf die Fahigkeit getestet wird, die Proteolyse von ^C-BSA durch Trypsin zu hemmen, 
indem der in Beispiel 1 beschriebene Test benutzt wird. 

5 

D Resistenz transformierter Pflanzen gegenuber Schaden durch Lepidopteren-Larven. 

Tl Samen werden gekeimt und Blattstucke, die von Keimlingen im 4-Blattstadium gewonnen werden, an 
f rischgeschlupfte Larven von Ostrinia nubilalis oder Heliothis zea verf Qttert. Frischgeschlupfte Larven werden 
in einzelne Futterungstopfe mit einem 1 cm2 BlattstQck gesetzt. 50 Insektion werden pro Gruppe getestet. 

10 Nach 5 Tagen werden das Insektengewicht, das Insektenuberieben und die Menge gefressener Blatter 
bestimmt. Die Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t 
Test p<0,05) Abfall im Insektenuberieben, im Insektengewicht oder in der Menge der gefressenen Blatter 
bestimmt, indem Blatter von Pflanzen, die das Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen aus Sojabohnen exprimieren, mit 
denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert wurden, oder mit denen von 

15 nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 37: Baumwolle, die durch Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen resistent gegen 
Schaden durch Lepidopterenlarven ist 

20 A. Konstruktion des pCIB10-KTI Vektors. 

Das Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen aus Sojabohnen wird zusamrnen mit dem 35S CaMV Promotor aus 
pCIB710-KTI (Beispiel 36A) entfernt, indem geeignete Restriktonsenzyme verwendet werden, und mit pCIBIO 
verknupft. Dieser Vektor wird als pCIB10-KTI bezeichnet. 

25 B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 7 bis 10 beschrieben erhalten, indem pCIBlO-KTl oder 
pCIB715/710 KTI (Beispiel 36A) in Agrobactehum verwendet werden. 

C. Test von Pflanzen auf die Expression des Trypsin-lnhibitors. m t 
30 Tests von Transformanten auf die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen werden wie in 

Beispiel 36C beschrieben durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heliothis 
35 virescens, H. zea oder Pectinophora gossypieila verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne 
Futterungsbecher mit einem 1 cm 2 BlattstOck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen 
werden das Insektengewicht, das Insektenuberieben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt Die 
Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test P<°.05) 
Abfail im Larvengewicht, Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die 
40 Blatter von Pflanzen, in denen das Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen exprimiert wird, mit denen von 
Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von 
nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 38: Tomaten, die durch die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen resistent gegen 
45 Schaden durch Lepidopteren-Larven sind 

A. Konstruktion des Vektors. 
pCIB715/710-KTI und pCIB10-KTI werden wie in den Beispielen 36A und 37A beschrieben hergestellt. 

50 B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in Beispiel 33B beschrieben hergestellt, indem der pCIB10-KTI Vektor 
oder der pCIB715/710-KTI Vektor verwendet wird. 

C. Test von Pflanzen auf die Expression des Trypsin-lnhibitors. t 

55 Der Test der Transformanten auf die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen wird wie in 
Beispiel 36C beschrieben durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte He/iothis zea oder 
60 Manduca sexta verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne Futterungsbecher mit einem 1 cm 
Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen wird das Insektengewicht, das 
Insektenuberieben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformierten 
Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p<0,05) Abfall im Larvengewicht, 
Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die Blatter von Pflanzen. in denen 
65 das Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne 
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Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 39: Tabak, der durch die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen resistent gegen 
S chaden durch Lepidopteren-Larven ist 

— 5 

A. Konstruktion des Vektors. 

Der pCIB10-KTI Vektor wird wie in Beispiel 37A beschrieben hergestellt. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in Beispiel 6 beschrieben hergestellt, indem der pCIB10-KTI Vektor 10 
oder der pCIB715/710-KTI Vektor (Beispiel 36A) in Agrobacterium verwendet wird. 

C. Test von Pflanzen auf die Expression des Trypsin-lnhibitors. 

Der Test der Transformanten auf die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen wird wie in 
Beispiel 36C beschrieben durchgefGhrt. 15 

(D) Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heiiothiszea oder 
Manduca sexta verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne Futterungsbecher mit einem 1 cm 2 
BlattstOck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Insektengewicht, das 20 
Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformierten 
Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p < 0,05) Abfall im Larvengewicht, 
Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die Blatter von Pflanzen, in denen 
das Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne 
Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 25 

Beispiel 40: Knauelgras (Dactyfis giomerata), das durch die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus 
Sojabohnen resistent gegen Schaden durch Lepidopteren Larven ist 

A. Konstruktion des Vektors. 30 
pCIB710-KTI und pClB715/710-KTl werden wie in Beispiel 36A beschrieben hergestellt. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 24 bis 28 beschrieben erhalten, indem pCIB710-KTl 
und pCIB715/710-KTI verwendet werden. 35 

C. Test von Pflanzen auf die Expression des Trypsin-lnhibitors. 

Der Test von Transformanten auf die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen wird wie in 
Beispiel 36C beschrieben durchgefGhrt. 

40 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren-Larven. 

Aus T1 Samen erhaltene Keimlinge werden in feine Erde in 100 mm Petrischalen (10 pro Schale, 5 Schalen) 
gepflanzt. Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen, wird jede Schale mit 20 Larven von Crambus 
caliginosellus im 2. Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Anzahl und das Gewicht der 
Ueberlebenden zusammen mit dem Gewicht der gewaschenen Graswurzeln bestimmt. Die Resistenz 45 
transformierter Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p < 0.05) Abfall in der 
larvalen Gewichtszunahme, Abfall in der larvalen Ueberlebensrate oder in einem Abfall im Verlust von 
Wurzelgewicht bestimmt, relativ zu Insekten-freien Pflanzen, indem die Pflanzen, die das Kunitz 
Trypsin-lnhibitor-Gen aus Sojabohnen exprimieren, mit Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne 
Geneinschub transformiert sind, oder mit nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 50 

Beispiel 41: Mais, der durch die Expression von cti-Antitrypsin resistent gegen Schaden durch 
Lepidopterenlarven ist 

(A) Konstruktion des pCIB715/710-AATI Vektors. 55 

Die DNA-Sequenzen, die on -Antitrypsin kodieren, werden gemass dem Verfahren von Rosenberg et at. 
(1984) erhalten. Fur die Insertion in die BamHI-Schnittstelle im pCIB710 Vektor wird das DNA-Fragment mit 
geeigneten Enzymen geschnitten und die Oligonukleotide, die notig sind, urn kompatible Enden zu schaffen, 
werden mit pCIB710, das mit BamHI geschnitten wurde, verknupft, indem das oben beschriebene Verfahren 
angewendet wird. Der resultierende Vektor wird pCIB710-AATI genannt. Dieser Vektor wird mit EcoRI 60 
geschnitten und die resultierende DNA wird mit alkalischer Phosphatase behandelt. Plas mid pCIB715 
(Rothstein et ah, 1987) wird mit EcoRI geschnitten und mit dem oben beschriebenen pCIB710-AATI verknGpft. 
Der resultierende Vektor wird pCIB715/710-AATI benannt. 

65 



37 



EP 0 348 348 A2 



(B) Transformation und Regenerierung von Mais. 

Maisgewebe wird mit dem pCIB710 Vektor oder bevorzugt mit dem pCIB715/710 Vektor, der den 
ai-Antitrypsin-Geneinschub enthalt, transformiert und Pflanzen werden wie in den Beispielen 16 bis 20 
beschrieben regeneriert. Zur Kontrolle werden Pflanzen auf dieselbe Weise hergestelit, jedoch mit dem 
5 pdB710 Vektor oder dem pCIB715 Vektor ohne Geneinschub. Transformiertes Pfianzengewebe wird auf 
Grund der Empfindlichkeit gegenuber dem entsprechenden Antibiotikum selektioniert. Die Anfangspflanzen 
werden selbstbestaubt und Samen (T1 Samen) wird erhalten. 

(C) Test von Pflanzen auf ai-Antitrypsin-Expression. 

10 Pflanzen, die aus T1 Samen gezogen worden sind, werden auf das Vorhandensein und die Expression des 
ai-Antitrypsin-Gens analysiert, indem diefolgenden Testverfahren angewendet werden. 

(1) DNA wird isoliert und mit BamHI geschnitten; die Abbauprodukte werden auf einem 1,5 % 
Agarosege! elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Fragmente werden auf Nitrocellulose ubertragen 
und mit dem cti-Antitrypsin-Gen hybridisiert, das durch nick-Translation mit 32 P markiert ist Das 

15 Vorhandensein des ai-Antitrypsin-Gens wird durch eine Bande, die etwa 1200 Bp entspricht und mit der 

Probe hybridisiert, ausfindig gemacht. 

(2) RNA wird durch das Northern Blot Verfahren a!s eine Bande ausfindig gemacht, die etwa 1200 
Basen entspricht und mit dem 32 P-ai-Antitrypsin-Gen hybridisiert das oben beschrieben ist. 

(3) ai-Antitrypsin-Protein wird mit Hilfe immunologischer Standardtests durch einen poiyklonalen 
20 Antikorper aus Kaninchen nachgewiesen, der gegen kommerziell (Sigma) erhaltliches ai -Antitrypsin 

produziertwurde. 

(4) Die Aktivitat von cti-Antitrypsin wird bestimmt, indem mit immunologischen Verfahren Material aus 
Pflanzenextrakten mit Hilfe des poiyklonalen Anti-ai-Antitrypsins aus Kaninchen und Protein A 
Sepharose gereinigt und das isolierte Material auf die Fahigkeit getestet wird, die Proteolyse von 

25 14 C-BSA durch Trypsin zu hemmen, indem der oben beschriebene Test benutzt wird. 

D. Resistenz transformierter Pflanzen gegenuber Schaden durch Lepidopteren-Larven. 

T1 Samen werden gekeimt und Blattstucke, die von Keimlingen im 4-Blattstadium gewonnen werden, 
werden an frischgeschlupfte Larven von Ostrinia nubilalis oder Hefiothis zea verfuttert. Frischgeschlupfte 

30 Larven werden in einzelne Futterungstopfe mit einem 1 cm 2 Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro 
Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Insektengewicht, das Insektenuberleben und die Menge 
gefressener Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch einen statistisch 
signifikanten (Student's t Test p <0,05) Abfall im Insektenuberleben, Insektengewicht oder Menge der 
gefressenen Blatter bestimmt, indem Blatter von Pflanzen, die das cci-Antitrypsin-Gen exprimieren, mit denen 

35 von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert wurden, oder mit denen von 
nichttransformierten Pflanzen, verglichen werden. 

Beispiel 42: Baumwolle, die durch Expression von ai-Antitrypsin resistent gegen Schaden durch 
Lepidopterenlarven ist 

40 

A. Konstruktion des pClB10-AATI Vektors. 

Das ai-Antitrypsin-Gen wird zusammen mit dem 35S CaMV Promotor aus pCIB710-AATI (Beispiel 41A) 
entfernt, indem geeignete Restriktionsenzyme verwendet werden, und mit pCIB10 verknupft. Dieser Vektor 
wird afs.pCIB10-AATI bezeichnet. 

45 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 7 bis 10 beschrieben erhalten, indem pCIB10-AATI 
oder pCIB715/710-AATI (Beispiel 41 A) in Agrobacterlum verwendet wird. 

50 C. Test von Pflanzen auf Expression von ai -Antitrypsin. 

Tests von Transformanten auf die Expression von cti -Antitrypsin werden wie in Beispiel 41 C beschrieben 
durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Lepidopteren. 

55 Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heliothls 
virescens, H. zea oder Pectinophora gossypiella verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne 
Futterungsbecher mit einem 1 cm 2 Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen 
werden das Insektengewicht, das Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die 
Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p<0,05) 

60 Abfall im Larvengewicht, Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die 
Blatter von Pflanzen, in denen das <xi-Antitrypsin-Gen exprirniert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit 
dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pflanzen 
verglichen werden. 
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Beispiel 43: Tomaten, die durch die Expression von m -Antitrypsin resistent gegen Schaden durch 
Lepidopteren-Larven sind 

A. Konstruktion des Vektors. 

pCIB715/710-AATI und pCIB10-AATI werden wie in den Beispielen 41A und 42A beschrieben hergesteilt. 5 

B. Transformation und Regenerierung von Pfianzen. 

Transformierte Pfianzen werden wie in Beispiel 33B beschrieben hergesteilt, indem der pCIB10-AAT1 Vektor 
und der pClB715/710-AATI Vektor verwendet werden. 

10 

C. Test von Pfianzen auf Expression von ai -Antitrypsin. 

Der Test der Transformanten auf die Expression von ai-Antitrypsin wird wie in Beispiel 41 C beschrieben 
durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transformierten Pfianzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 15 
Blattscheiben von 4 Wochen aiten transformierten Pfianzen werden an frischgeschlupfte Hetiothis zea Oder 

Manduca sexta verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne Futterungsbecher mit einem 1 cm 2 
Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das 
Insektengewicht, das Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der 
transformierten Pfianzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p<0,05) Abfall im 20 
Larvengewicht, Larvenuberieben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die Blatter von 
Pfianzen, in denen das ai-Antitrypsin-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor 
ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pfianzen verglichen werden. 

Beispiel 44: Tabak, der durch die Expression von an -Antitrypsin resistent gegen Schaden durch 25 
Lepidopteren-Larven ist. 

A. Konstruktion des Vektors. 

pCIB715/710-AATI und pCIB10-AATI werden wie in den Beispielen 41A und 42A beschrieben hergesteilt. 

30 

B. Transformation und Regenerierung von Pfianzen. 

Transformierte Pfianzen werden wie in Beispiel 6 beschrieben hergesteilt, indem der pCIB10-AATI Vektor 
Oder der pCIB715/710-AATI-Vektor (Beispiel 41A) in Agrobacterium verwendet wird. 

C. Test von Pfianzen auf Expression von ai-Antitrypsin. 35 
Der Test der Transformanten auf die Expression von en -Antitrypsin wird wie in Beispiel 41C beschrieben 

durchgefuhrt. 

Resistenz von transformierten Pfianzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pfianzen werden an frischgeschlupfte Hetiothis zea Oder 40 
Manduca sexta verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne Futterungsbecher mit einem 1 cm 2 
Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Insektengewicht, das 
Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz transformierten Pfianzen 
wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p < 0,05) Abfall im Larvengewicht, 
Larvenuberieben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die Blatter von Pfianzen, in denen 45 
das <xi-Antitrypsin-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne 
Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pfianzen verglichen werden. 

Beispiel 45: Knauelgras (Dactyiis glomerata), das durch die Expression von ai -Antitrypsin resistent gegen 
Schaden durch Lepidopteren-Larven ist. 50 

A. Konstruktion des Vektors. 

pCIB710-AATI und pCIB715/710-AATI werden wie in Beispiel 41A hergesteilt. 

B. Transformation und Regeneration von Pfianzen. 55 
Transformierte Pfianzen werden wie in den Beispielen 24 bis 28 beschrieben erhalten, indem pCIB710-AATI 

und pCIB715/710-AATI verwendet werden. 

C. Test von Pfianzen auf Expression von ai -Antitrypsin. 

Der Test von Transformanten auf die Expression von ai-Antitrypsin wird wie in Beispiel 41C beschrieben 60 
durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transformierten Pfianzen gegen Schaden durch Lepidopteren-Larven. 

Aus T1 Samen erhaltene Keimlinge werden in feine Erde in 100 mm Petrischalen (10 Schale, 5 Schalen) 
gepfianzt. Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen, wird jede Schale mit 20 Larven von Crambus 65 
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caf/ginosellus im 2. Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Anzahl und das Gewicht der 
Ueberlebenden zusammen mit dem Gewicht der gewaschenen Graswurzeln bestimmt. Die Resistenz 
transformierter Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p < 0.05) Abfall in der 
larvelen Gewichtszunahme, Abfall in der larvalen Ueberlebensrate oder in einem AbfaJI im Veriust von 
5 Wurzelgewicht bestimmt, relativ zu Insekten-freien Pflanzen, indem die Pflanzen, die das cti-Antitrypsin-Gen 
exprimieren, mit Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind f oder mit 
nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Belspiel 46: Mais, der durch die Expression von Eglin reslstent gegen Schaden durch Lepidopteren-Larven ist 

10 

A. Konstruktion des pCIB715/710-Eg!in-Vektors. 

Die DNA-Sequenzen, die Eglin C und Eglin C-Mutanten kodieren, werden wie in Beispiel 3 D beschrieben 
erhalten. Zur insertion in die BamHI-Schnittstelle des pCIB710 Vektors wird das DNA-Fragment mit 
geeigneten Enzymen geschnitten und die synthetischen Oligonukleotide, die notig sind, um kompatible Enden 

15 zu erzeugen, werden angeknupft, zusammen mit BamHI geschnittenem pCIB710, indem die oben 
beschriebene Methode verwendet wird. Der resultierende von der Eglin C (Arg45) Mutante abstammende 
Vektor wird als pCIB710-Eglin bezeichnet. Dieser Vektor wird mit EcoRI geschnitten und die resultierende 
DNA mit alkalischer Phosphatase behandelt Das Plasmid pCIB715 (Rothstein et al., 1987) wird mit EcoRI 
geschnitten und mit dem CIB710-Eg!in von oben verknQpft. Der resultierende Vektor wird pC!B715/710-Eg!in 

20 genannt. 

B. Transformation und Regenerierung von Mais. 

Maisgewebe wird mit dem pCIB710 Vektor oder bevorzugt mit dem pCIB715/710 Vektor, der den Eglin C 
(Arg45)-Geneinschub enthalt, transformiert und Pflanzen werden wie in den Beispielen 16 bis 20 beschrieben 
25 regeneriert. Zur Kontrolie werden Pflanzen auf dieselbe Weise hergestellt, jedoch mit dem pClB710 Vektor 
oder dem pCIB715 Vektor ohne Geneinschub. Transformiertes Pflanzen gewebe wird auf Grund der 
Empfindiichkeit gegenuber dem entsprechenden Antibiotikum selektioniert. Die Anfangspflanzen werden 
selbstbestaubt und Samen (T1 Samen) wird erhalten. 

30 C. Test von Pflanzen auf die Eglin-Expression. 

Pflanzen, die aus T1 Samen gezogen wurden, werden auf das Vorhandensein und die Expression des Eglin 
C (Arg45)-Gens getestet, indem die folgenden Testverfahren angewendet werden. 

(1) DNA wird isoiiert und mit BamHI geschnitten; die Abbauprodukte werden auf einem 1,5 o/o 
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Fragmente werden auf Nitrocellulose ubertragen 

35 und mit dem Egiin C (Arg45)-Gen hybridisiert, das durch nick-Translation mit 32 P markiert ist. Das 

Vorhandensein des Eglin-Gens wird durch eine Bande ausfindig gemacht, die etwa230 Bp entspricht und 
mit der Probe hybridisiert. 

(2) RNA wird durch das Northern Blot Verfahren als eine Bande ausfindig gemacht, die etwa 230 Basen 
entspricht und mit dem 32 P-Eglin C (Arg45)-Gen hybridisiert, das oben beschrieben ist. 

40 (3) Mutiertes Eglin C (Arg45) Protein wird mit Hilfe immunologischer Standardtests mit einem 

polyklonalen Antikorper aus Kaninchen nachgewiesen, der gegen Eglin C (Arg45) produziert wurde. 

(4) Die Eglin-Aktivitat wird bestimmt, Indem mit immunologischen Verfahren Material aus Pfianzenex- 
trakten mit Hilfe des polyklonalen Anti-Eglin C (Arg45)-Antik6rpers aus Kaninchen und Protein A 
Sepharose gereinigt und anschliessend das isolierte Material auf die Fahigkeit getestet wird, die 

45 Proteolyse von 1 4 C-BSA durch Trypsin zu hemmen, indem der oben beschriebene Test benutzt wird. 

D. Resistenz transformierter Pflanzen gegenuber Schaden durch Lepidopteren-Larven. 

T1 Samen werden gekeimt und Blattstucke, die von Keimlingen im 4-Blattstadium gewonnen werden, 
werden an frischgeschlupfte Larven von Ostrinia nubilalis oder Heliothis zea verfuttert. Frischgeschlupfte 

50 Larven werden in einzelne Futterungstopfe mit einem 1 cm 2 Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro 
Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Insektengewicht, das Insektenuberleben und die Menge 
gefressener Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch einen statistisch 
signifikanten (Student's t Test p<0,05) Abfall im Insektenuberleben, im Insektengewicht Oder in der Menge 
der gefressenen Blatter bestimmt, indem Blatter von Pflanzen, die das Egiin C-(Arg45)-Gen exprimieren, mit 

55 denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert wurden, oder mit denen von 
nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 47: Baumwolle, die durch Expression von Eglin resistent gegen Schaden durch Lepidopterenlarven 
ist 

SO 

A. Konstruktion des pCIB10-Eglin Vektors. 

Das Eglin C (Arg45)-Gen wird zusammen mit dem 35S CaMV Promotor aus pCIB710-Eglin (Beispiel 46A) 
entfernt, indem geeignete Restriktons nzyme verwendet werden, und mit pCIBIO verknupft. Dieser Vektor 
wird als pCIB10-Eglin bezeichnet. 
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B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 7 bis 10 beschrieben erhalten, indem pCIB10-Eglin 
Oder pCIB715/710 Eglin (Beispiel 46A) in Agrobacterium verwendet werden. 

C. Test von Pflanzen auf die Eglin-Expression. 5 
Tests von Transformanten auf die Eglin-Expression werden wie in Beispiel 46C beschrieben durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heliothis 
virescens, H. zea Oder Pectinophora gossypieiia verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne 10 
Futterungsbecher mit einem 1 cm 2 Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen 
werden das Insektengewicht, das Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die 
Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p<0,05) 
Abfall im Larvengewicht, Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die 
Blatter von Pflanzen, in denen das Eglin C (Arg45)-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit 15 
dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pflanzen 
verglichen werden. 

Beispiel 48: Tomaten, die durch die Eglin-Expression resistent gegen Schaden durch Lepidopteren-Larven 

sind 20 

A. Konstruktion des Vektors. 

pCIB715/710-Eglin und pCIBIO-Eglin werden wie in den Beispielen 46A und 47A beschrieben hergestellt. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 25 
Transformierte Pflanzen werden wie in Beispiel 33B beschrieben hergestellt, indem der pCIB10-Eglin Vektor 

Oder der pCIB715/710-Eglin Vektor verwendet wird. 

C. Test von Pflanzen auf die Eglin Expression. 

Der Test der Transformanten auf die Eglin-Expression wird wie in Beispiel 46C beschrieben durchgefuhrt. 30 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heliothis zea oder 
Manduca sexta vefuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne Futterungsbecher mit einem 1 cm 2 
Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen wird das Insektengewicht, das 35 
Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformierten 
Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p<0,05) Abfall im Larvengewicht, 
Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die Blatter von Pflanzen, in denen 
das Eglin C (Arg45)-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne 
Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 40 

Beispiel 49: Tabak, der durch die Eglin-Expression resistent gegen Schaden durch Lepidopteren-Larven ist 

A. Konstruktion des Vektors. 

pCIB715/710-Eglin und pCIB10-Eglin werden wie in den Beispielen 46A und 47A beschrieben hergestellt. 45 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in Beispiel 6 beschrieben hergestellt, indem der pCIB10-Eglin Vektor 
oder der pCIB715/710-Eglin Vektor {Beispiel 46A) in Agrobacterium verwendet wird. 

50 

C. Test von Pflanzen auf die Eglin-Expression. 

Der Test der Transformanten auf die Expression wird wie in Beispiel 46C beschrieben durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heliothis zea oder 55 
Manduca sexta vefuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne Futterungsbecher mit einem 1 cm 2 
Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Insektengewicht, das 
Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformierten 
Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test ; < 0,05) Abfall im Larvengewicht, 
Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die Blatter von Pflanzen, in denen 60 
das Eglin C (Arg45)-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne 
Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 
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Beispiel 50: Knauelgras (Dactytis glomerata), das durch die Expression von Eglin resistent gegen Schaden 
durch Lepidopteren-Larven ist. 

A. Konstruktion des Vektors. 

pCIB710-Eglin und pCIB715/710-Eglin werden wie in Beispiel 46A beschrieben hergesteilt. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 24 bis 28 beschrieben erhalten, indem pC!B710-Elgin 
und pCIB715/710-Eglin verwendet werden. 

C. Test von Pflanzen auf die Expression von Eglin. 

Der Test von Transformanten auf die Expression von Eglin wird wie in Beispiel 46C beschrieben 
durchgefuhrt. 

D. Reststenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren-Larven. 

Aus T1 Samen erhaltene Keimlinge werden in feine Erde in 100 mm Petrischalen (10 pro Schale, 5 Schalen) 
gepflanzt. Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen, wird jede Schale mit 20 Larven von Crambus 
caliginoseitus im 2. Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Anzahl und das Gewicht der 
Ueberlebenden zusammen mit dem Gewicht der gewaschenen Graswurzeln bestimmt. Die Resistenz 
transformierter Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p < 0.05) Abfall in der 
larvalen Gewichtszunahme, Abfal! in der larvalen Ueberlebensrate oder in einem Abfall im Verlust von 
Wurzefgewicht bestimmt, relativzu Insekten-Freien Pflanzen, indem die Pflanzen, die das Eglin C (Arg45)-Gen 
exprimieren, mit Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind t oder mit 
nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 
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Tabelle A 

PFIANZENKLASSIFIKATION NACH DER VERWENDUNG 



GETREIDE 

Monokotyledonen 

Avena nuda (chinensis) 

A. sativa 

Eleusine coracan 

Eragrostis tef 

Hordevm distichvm 

H. vulgare 

Oryza sativa 

Panicum italicium 

P. miliaceum 

Pennisetum glaucum 

P. spicatum (americanum) 

Secale cereaJe 

Sorghum vulgare 

X Triticosecale 

Triticum aesdvum 

T. dicoccvm 

T. durum 

T. monococcum 

Zea mays 

Dikotyledonen 

Amaranthus paniculatus 
Fagopyrum esculentum 

F. ta tar j cum 

PROTEIN-LIEFERNDE PFLANZEN 
Dikotyledonen 

Arachis hypogea 

Ca Janus indicus 

Cicer arietinum 

Dolichos lablab 

Glycine gracilis 

G. max 

G. ussuri ens is 
Lathyrus sativus 
Lens culinaris 
Nucuna pruriens 
Phaseolus acutifolius 
P. aureus 
P. lunatus 
P. coccineus 
( multiflorus) 
P. mungo 



Rauhhafer 
Hafer * 
Fingerhirse 
Zwerghirse 
Gerste » 

Reis 

Rispenhirse 

Rohrkolbenhirse 

Perlhirse 

Roggen 

Mohrenhirse 

Triticale 

Weizen 

Emmerweizen 

Hartweizen 

Einkornweizen 

Mais 



Rispenfuchsschwanz 
Buchweizen 



Erdnuss 
Erbsenbohne 
Kichererbse 
Helmbohne 

Sojabohne 

Saatplatterbse 
Linse 

Teparybohne 

Limabohne 
Feuerbohne 

Mungobohne 
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P. vulgaris 
Vicia faba 
Vigna % angularis 
V. sesquipedalis 
K ( sinensis 

OBST-LIEFERNDE PFLANZEN 
Dikotyledonen 

Amygdalus communis 
( Ananas comosus 

Artocarpus communis 

Carica papaya 

Citrullus vulgaris 

Citrus grandis 

C. medica 

C. nobilis 

C. reticulata 

C. sinensis 

Cydonia oblonga 

Diospyros kaki 

Ficus carica 

Fragaria chiioensis 

F. virginiana 

Litchi chinensis 

Mai us asiatica 

M. pumila 

Mangifera indica 

Mortis rubra 

Musa ca vend is hi i 

M. paradisiaca 

Passi flora edulis 

P. ligularis 

Persea americana 

Phoenix dactyl if era 

Prunus armeniaca 

P, avium 

P, cerasifera 

( di varica ta) 

P. cerasus 

P. domes tica 

P. maheleb 

P. persica 

P. pseudocerasus 

P. salicinia 

P. serotina 

Psidium guajava 

Punica granatum 

Pyrus communis 

P. ussuriensis 

Ribes grossularia 

R. nigrum 

R. rubrum 

Rubus idaeus 

R. strigosus 

Tamarindus indica 
Vaccinium angusti folium 



Stangenbohne 
Saubohne 



Kuhbohne 



Mandelbaum 
Ananas 

Brotf ruchtbaum 

Melonenbaum 

Was serme lone 

Pampelmuse 

Zitrone 

Tangerine 

Mandarine 

Orange 

Quitte 

Kakipf laume 

Feige 

Erdbeere 

Litchi 

Apfel 
Mangobaum 
Maulbeerbautn 
Banane 

Pass ion sblume 

Avocadobirne 
Dattelpalme 
Aprikose 
Svisskirsche 
Kirschpf laume 

Sauerkirsche 
Zwetschge 

Pfirsich 



Guajave 

Granatapfelbaum 
Birne' 

Stachelbeere 

Schwarze Jobannisbeere 

Rote Jobannisbeere 

Himbeere 
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V. ashei 
V, corymbosum 
K myrtillus 
V. oxycoccos 
Viburnum trilobum 
Vitis labrusca 
V. vinifera 

GEHUESE- UND KNOLLEN-LIEFERNDE 
Monokotyledonen 

Allium ascalonicum 

A. cepa 

A* chinense 

A. fistulosum 

A. porrum 

A* sativum 

A , schoenoprasum 

Asparagus officinalis 

Zea mays 

Dikotyledonen 

Amoracia la path! folia 
Apium graveolens 
Arabidopsis thaliana 
Beta vulgaris 
Brassica alboglabra 



B. 


campestris 


B. 


carinata 


B. 


cernua 


B. 


chinensis 


B. 


hirta 


B. 


juncea 


B. 


kaber 


B. 


napobrassica 


B. 


napus 


B. 


nigra 


B. 


oleracea 


B. 


pekinensis 


B. 


rapa 



Cajanus ca Jan C indie us J 
Cana valia ensiformis 
Canna edulis 
Capsicum annuum 
C. chinense 
C. frutescens 
C. pendulum 
C* pubescens 
Cichorium end i via 
C. intybus 

Colocasia antiquorum 
Crambe maritima 
Cucumis melo 
C. sativus 
Cucurbita fici folia 
C. foetidissima 



Kulturheidelbeere 

Heidelbeere 

Moosbeeren 

Weinreb 



PFLANZEN 

Schalotte 
Kuchenzwiebel 

Winterzwiebel 
Porree 
Knoblauch 
Schnittlauch 
Spargel 
Mais 



Sellerie 
Rube 



Chinesischer Senf 
Chinakohl 

Rumanischer Sarepta- 
senf 

Steckriibe 
Raps 

Schwarzer Senf 
Kohl 

Pekingkohl 
Weisse Rlibe 

Jackbohne 
Blumenrohr 
Gemiisepaprika 
Pfeffer 

Cayennepfef fer 



Endivie 

Wurzelz ichor ie 
Taro 

Me er kohl 

Melone 

Gurke 
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C> maxima 
C> mo s chat a 

C. pepo 

Cynara scolymvs 
{Daucus carota 
Dioscorea alata 

D. batatas 

D. cayennensis 
£ruca sativa Mill. 
Ipomea batatas 
Lactuca sativa 
Lepidium sativum 
Lycopersicon cerasi forme 
L . esculentvm 
Nahiho t u tilissima 
Nasturtium officinale 
Pastinaca sativa 
Pe tros el in urn cri spurn 
( sa tivum) 

Physalis peruviana 
Pi sum sativum . 
Raphanus sativus 
Rheum officinale 
R. rhaponticum 
Scorzonera hispanica 
Sechium edule 
Sol an urn andigenum 
S. melongena 
S. mttricatum 
S. phureja 
S. tuberosum 
Spinacia oleracea 



Riesenklirbis 

Moschuskurbis 

Gartenkurbis 

Artischocke 

Mohre 

Wasseryam 

Brotwurzel 

Gelber Yam 

Oelranke 

Susskartof f el 

Salat 

Gartenkresse 
Kirschtomate 
Tomate . 
Maniok 

Brunnenkresse 

Pastinak 

Petersilie 

Kapstachelt>eere 

Gartenerbse 

Rettich 

Rhabarber 

Schwarzwurzel 

Ch3yote 

Aubergine 



Kartoffel 
Spinat 



NUESSE-LIEFERNDE PFLANZEN 

Pikotvledonen 

Anacardium occidentale 

Arachis hypogaea 

Carya illjnoinensis 

C, ovata 

Ca s tanea sa ti va 

Co cos nucifera 

Corylus americana 

C. a veil ana 

Juglans nigra 

J. regia 

J. sinensis 

Litchi chinensis 

Macadamia in tegri folia 

Pistacia vera 

Prunus amygdalus 



Cashewnuss 

Erdnuss 

Pekannussbaum 

Esskas tanie 
Kokospalme 

Haselnuss 

Schwarznuss 

Walnuss 



Pistazie 



OELPFLANZEN (SPEISE- ODER PFLANZENOELE) 
Monokotyledonen 

Zea mays Mais 
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Dikotvledonen 



Aleurites cordata 

A . moluccana ( triloba) 
Arachis hypogea 
Brassica campestris 

B. napus 



Tungolbaum 



( Cannabis sativa 
Carthamvs tinctorius 
Cocos micifera 
Elaeis guineensis 
Glycine gracilus 
G. max 

G. ussuriensis 
Gossypium hirsutum 
Helianthus annus 
Linum usltatissimum 
Olea europaea 
Papaver somniferum 
Ricinus communis 
Sesamum indicvm 



Baumwolle 

Sonnenblutne 

Flachs 

Oelbaum 

Moha 

Rizinus 

Ses'am 



Olpalme 



Hanf 

Farberdistel 



ZUCKERPFLANZEN 
Monokotyledonen 



Saccharum officinarum 



Zuckerrohr 



(officinarum x 
spontaneum) 
S. robustum 
S. sinense 
S. spontaneum 

Sorghum dochna Zuckerhirse 



Agropyron crista turn 

A . desertorum 

A , elonga turn 

A • in termed! urn 

A, smithii 

A. spicatum 

A . trach ycaulum 

A . trichophorum 

Alopecurus pratensis Wiesenfuchsschwanz 
Andropogon gerardi 

Arrhenatherum elatius Glatthafer 
Bothriochloa barbinodis 

B. ischaemum 

B. saccharoides 
Bouteloua curipendula 
B, eriopoda 
B. gracilis 
Bromus erect us 
B. inermis 



Dikotvledonen 



Acer saccharum 
Beta vulgaris 



Zuckerahorn 
Zuckerrube 



FUTTER- UND RASENGRAESER 
Monokotyledonen 
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B. riparius 
Cenchrus ciliaris 
Chloris gay ana 
Cymbopogon nardus 
Cynodon dactylon 
Dactylis glomerata 
Die ban Chi urn annul a Cum 
D. arista turn 
D. sericeum 
Digitaria decumbens 

D. smuCsii 
EJymus angustus 

E. junceus 
Eragrostis curvula 
Festuca arundinacea 

F. ovina 

F. pratensis 
F* rubra 

Lolium mulcit 'Jorum 
L - perenne 
Panicum maximum 
P. purpttrascens 
P. virgatum 
Pa spa 1 urn di Ixtatum 
P. nova Cum 

Pennisetum clandestinum 
P~ purpureum 
Phaiaris arundinacea 
Phleum berColinii 
P. pra tense 
Poa fendleriana 
P. nemoralis 
P. pratensis 
SeCaria sphaceJata 
Sorghastrum mtCans 
Sorghum halepense 
S. sudanense 
Sorghum vulgare 

FUTTERLEGUMI NOSEN 
Dikotyledonen - 

Coronilla varia 

Cro Calaria jun cea 

Lespedeza scipvlacea 

L* striata 

L . sericea 

Lotus corniculaCus 

L. uliginosus 

Lupin us a J bus 

L . angustifolius 

L. luteus 

L. mutabilis 

Medicago arabica 

M. arborea 

M. falcata 

M. hispid a 



Rhodesgras 

Bermudagras 
Knauelgras 



Pangolagras 



Wiesenschwingel 
Rotschwingel 
Welsches Weidelgras 
Deutsches ^Weidelgras 
Guineagras 

Dall isgras 
Bahiagras 
Kikuyugras 
Elef antengras 
Rohrglanzgras 

Wiesenlieschgras 



Wiesenrispengras 
Timothygras 

Johnsongras 
Sudangras 



Sunnhanf 

Koreanischer Klee 
Japanischer Klee 

Hornklee 

Weisse Lupine 
Dlaue Lupine 
Gelbe Lupine 

Klettenklee 

Sichelluzerne 
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M. sativa 

M. tribuloi des 

Melilotus a J bus 

M. officinalis 

Onobrychis viciifolia 

Omit/? opus sativus 

Pueraria thunbergiana 

Tri folium alexandrinum 

T. augustifolium 

T. diffusum 

T. hybridum 

T. incarnatum 

T. ingrescens 

T. pra tense 

T. repens 

T, res upina turn 

T. subterranean) 

Trigonella foenum- 

graecum 

Vicia sativa 

V* villosa 

y. atropurpurea 

V* angusti folia 

V, dasycarpa 

V. ervilia 

K. pannonica 

V. ca lea rata 



Luzerne 

Weisser Steinklee 
Gelber Steinklee 
Esparsette 
Serradella 
Kudzu 

Alexandrinerklee 



Schwedenklee 
Blutroter Inkarnatklee 

Rotklee. 
Weissklee 
Persischer Klee 
Erdf ruchtiger Klee 
Bockshornklee ' 

Futterwicks 
Zottelwicke 



Linsenwicke 
Ungarische Wicke 



FASERN- UND H OLZ-LI EFERNDE PFLANZEN 
Monokotyled6nen 

Bambusa vulgaris Bambu s 



Dikotvledonen 



Agave si sal ana 
Boehmeria nivea 
Cannabis indica 
C. sativa 
Ceiba pentandra 
Corchorus mucronata 
(striata) 

Gossypium arboreum 

G. barba dense 

G. herbaceum 

G. hirsutum 

G. nanking 

Lin urn angusti 'folium 

L* usi ta tissimum 

Husa textiles 



Ramiepf lanze 
Rauschhanf 

Kapokbaum 



Manilahanf 



DROGEN-ENTHALTENDE PFLANZEN 
Dikotvledonen 

Angelica archangelica 

Chrysan themum 
cinerarii folium 

Camellia sinensis 

C. coccineum 



Engelwurz 
Dalmatinische 

Insektenblume 
Teestrauch 
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Coffea arabica 
C. canephora 
Cola acuminata 
Nicotians rustica 
^N* tabs cum 
Papavec dubium 
P. somniferum 
Theobroma cacao 



Bergkaffe * 
Kongokaf f ee 
Kolabaum 
Bauerntabak 
Tabak 

Schlafmohn 
Kakao 



GEWUERZ- UND DUFTPFLANZEN 

Monokotyledonen ■ 

Vanilla fragrans 



Vanille 



Dikotvledonen 



Artemis a dracun cuius 
Cinnamomum zeylanicum 
Hibiscus esculentus 
Salvia officinalis 
Thymus vulgaris 
Pimpinella an i sum 
Mentha a wens is 
M. piperita 
M. viridis 
Coriandrum sativum 



Estragon 

Ceylonzimtbaum 

Okra 

Salbei 

Gartenthymian 
Anis 

Pf ef ferminze 
Koriander 
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10 

Hinterlegungen: 

(1 ) £ co//HB101/pML147 wurde am 28. Januar 1988 unter der Hinterlegungsnummer DMS 4380 bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen in Braunschweig, Bundesrepubtik 
Deutschland hinterlegt. Die folgenden Mikroorganismen wurden bei der American Type Culture 15 
Collection (ATCC) in Rockville, Maryland, USA hinterlegt: 

(2) Plasmid pLW1 1 1 (ATCC 40235) am 14. Mai 1986. 

(3) Zea mays Zellkultur (ATCC 40326) am 20. Mai 1987. 

(4) Plasmid p368 (ATCC 67700) am 19. Mai 1988. 

20 

Patentansprtiche 

1. Ein Verfahren zur Bekampfung eines Pflanzenschadlings, der eine bestimmte Zielpflanze angreift, 
wobei das Verfahren im wesentlichen darauf beruht, diesen Schadling einer Pestizid wirksamen Menge 25 
eines Proteinase-lnhibitors in Oder auf einer Pflanze auszusetzen, dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) besagter Inhibitor biologisch in der Pflanze als Ergebnis der Expression eines fremden Gens, 
das den Proteinase-lnhibitor kodiert, oder als Ergebnis der Expression eines oder mehrerer f remder 
Gene, die einen oder mehrere Vorlaufer des Proteinase-lnhibitors kodieren, synthetisiert wird; wobei 

(b) besagte Pflanze entweder 30 

(i) eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futter- und Rasengrasern, 
Fasern- und Holz-Iiefernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen; oder 

(ii) eine Dikotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Protein-liefernden Pflanzen, Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse-und Knollen-liefernden Pflanzen, 35 
Nusse-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen, Fasern- und Holz-Iie- 
fernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

2. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor von einem Tier, 
einem Bakterium, einem Pilz oder von einer Pflanze, die einer anderen Art als die Zielpflanze angehort, 
abstammt oder dass das Inhibitorgen wesentliche Sequenz-Homologie mit einem Proteinase-lnhibitor- 40 
gen hat, das aus einem der vorgenannten Organlsmen abstammt. 

3. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ein (nsekt, eine 
Milbe, ein Pilz oder ein Bakterium ist. 

4. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone typmassig 
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Getreide, Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, 45 
Zuckerpflanzen sowie Futter- und Rasengrasern. 

5. Ein Verfahren gemass Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone ausgewahlt 
ist aus der Gruppe von Gattungen bestehend aus Avena (Hafer), Hordeum (Gerste), Oryza (Reis), 
Sorghum (Hirse). Thticum (Weizen), Dactylis (Knauelgras) und Saccharum (Zuckerrohr), sowie Zea mays 
(Mais). 50 

6. Ein Verfahren gemass Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone ausgewahlt 
ist aus der Gruppe bestehend aus Dactylis (Knauelgras) und Zea mays (Mais). 

7. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone typmassig 
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse- und Knollen-liefernden 
Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen sowie Fasern-und Holzliefernden Pflanzen. 55 

8. Ein Verfahren gemass Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone ausgewahlt ist 
aus der Gruppe von Gattungen, bestehend aus Lycopersicon (Tomate), Solanum (Kartoffel), Pisum 
(Erbse), Beta (Rube), Glycine (Sojabohne), Brassica (Raps und Kohl) und Gossypium (Baumwolle). 

9. Ein Verfahren gemass Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone ausgewahlt ist 

aus der Gruppe von Gattungen bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), Solanum (Kartoffeln) und 60 
Gossypium (Baumwolle). 

10. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor ein 
Inhibitor einer Serin-Proteinase ist. 

11. Ein Verfahren gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor 
wenigstens einer Serin-Proteinase ist, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Thrombin, Plasmin, 65 
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Elastase, Kallikrein, Subtilisin, Cathepsin G, Chymase, Acrosin, Plasminogen-Aktivator, Cl-Esterase, 
Enterokinase, Tryptase, Post-Prolin-schneidendem Enzym (Prolyl-Endoproteinase), ATP-abhangiger 
Protease, Thermitase, Mastzellen-Proteinase I und II, Streptomyces or/seus-Proteinase A, Staphylococ- 
cus aureus V8-Proteinase, Tenebho a-Proteinase, Urokinase, Blutgerinnungsfaktoren, Komplement-akti- 
5 vierenden Faktoren und den Serin-Carboxypeptidasen und einer Proteinase, die eine wesentliche 

strukturelle oderfunktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

12. Ein Verfahren gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor von 
Trypsin oder Chymotrypsin oder einer Proteinase ist, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelle 
Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

10 13. Ein Verfahren gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Vertreter der 

Bowman-Birk Inhibitor-Familie, der Sojabohnen-Kunitz Inhibitor-Familie, der Rinderpankreas-Trypsin 
(Kunitz) Inhibitor-Familie, der Kazal-Trypsin Inhibitor-Familie, der Sfrepfomyces-Subtilisin Inhibitor-Fami- 
lie, der Kartoffei-lnhibitor l-Familie, der Kartoff el-Inhibitor ll-Familie, der ai -Proteinase Inhibitor-Familie, 
der Hirudin-Familie, der Bdellin-Famiiie, der Eglin-Familie, der lnter-ai -Trypsin Inhibitor-Familie, der 

15 Serpin-Ueberfamiiie, der CI-lnhibitor-Familie, der Ascaris Inhibitor-Familie, der Leupeptine, der Antipaine, 

Elastinal und Chymostatin oder ein Inhibitor ist, der eine wesentliche strukturelle oder funktionelle 
Aehnlichkeit mit einem dergenannten hat. 

14. Ein Verfahren gemass Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor von 
Chymotrypsin ist oder einer Proteinase, die wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit 

20 Chymotrypsin hat. 

15. Ein Verfahren gemass Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Kartoffel !-, 
Kartoffel I1-, Tomaten I- oderTomaten Il-lnhibitor ist. 

16. Ein Verfahren gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Soja Kunitz Trypsin-lnhibitor, ai -Antitrypsin, Eglin C und Eglin C-Mutanten. 

25 17. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor einer 

Thiolproteinase ist. 

18. Ein Verfahren gemass Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Papain, Bromelain, Ficin, Calpain, Cathepsin B, Cathepsin C, 
Cathepsin L, Cathepsin H, Cathepsin S, Chymopapain, Clostripain, Asclepain, Prolyl-Endopeptidase, 

30 Pyroglutamyl-Peptidase, Dipeptyl-Proteinase I, Hefe-Proteinase B, Streptococcus Proteinase, Staphylo- 

coccus Thiolproteinase und Actinidin sowie einer Proteinase, die eine wesentliche strukturelle oder 
funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

19. Ein Verfahren gemass Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Cystatin, Calpastatin, Bromelain-lnhibitor, Antipain, Leupeptin, Chymostatin, 

35 E64 und dessen Abkommlingen sowie Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelle 

Aehnlichkeit mit den genannten haben. 

20. Ein Verfahren gemass Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Antipain oder 
Leupeptin ist. 

21. Ein Verfahren gemass Anspruch 19, dadurch gekenneichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
40 der Gruppe bestehend aus Huhnereiweiss-Cystatin, Human-Cystatin A, Human-Cystatin B, Human-Cy- 

statin C, Human-Cystatin S, Ratten-Cystatin a, Ratten-Cystatin p und Kininogen, L-Kininogen und 
H-Kininogen. 

22. Ein Verfahren gemass Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Huhnereiweiss-Cy- 
statin ist. 

45 23. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein inhibitor einer 

Metall proteinase ist. 

24. Ein Verfahren gemass Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor der 
Carboxypeptidase A, Carboxypeptidase B, Aminopeptidase, Kollagenase, Calcium-abhangigen neutralen 
Proteinase, von Thermolysin, des Angiotension-umbauenden Enzyms, der renalen Dipeptidase, der 

50 Enkephalinase, Gelatinase oder Keratinase oder ein Inhibitor einer Proteinase ist, die eine wesentliche 

strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

25. Ein Verfahren gemass Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Kartoffel Carboxypeptidase-lnhibitor, Saugetier Kollagenase-lnhibitor, 
ct2-MakrogIobulin, Gewebe-Bradykinin-verstarkendem Peptid, Phosphoramidon, Bestatin und Amastatin 

55 sowie Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit den genannten 

haben. 

26. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor einer 
sauren Proteinase ist. 

27. Ein Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
60 der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Pepsin, Renin, Cathepsin D, Chymosin, Penicillinopepsin und 

der Scytalidium sauren Protease B sowie aus Inhibitoren einer Proteinase, die wesentliche strukturelle 
oderfunktionelle Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. 

28. Ein Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Pepstatin, Ascaris Carboxylproteinase-lnhibitor, Bauhinia Pepsin Inhibitor, 

65 Scopoiia japonica Proteinase-lnhibitor und Kartoffel Cathepsin D-lnhibitor sowie inhibitoren, die eine 
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wesentliche strukturelle oder funktionelie Aehnlichkeit mit den genannten haben. 

29. Ein Verfahren zur Bekampfung eines Pflanzenschadlings, der eine bestimmte Zielpflanze angreift, 
wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, den Schadling einer pestizid wirksamen Menge eines 
Proteinase-lnhibitors in Oder auf der Pflanze auszusetzen, dadurch gekennzeichnet, dass besagter 
Inhibitor: 5 

(a) biologisch in der Pflanze als Ergebnis der Expression eines fremden Gens, das den 
Proteinase-lnhibitor kodiert, oder als Ergebnis der Expression eines oder mehrerer Gene, die einen 
oder mehrere Vorlaufer des Proteinase-inhibitors kodieren, synthetisiert wird ; wobei 

(b) der Inhibitor aus der Gruppe von Proteinase-lnhibitoren ausgewahlt ist, die aus Inhibitoren von 
Thiolproteinasen, Metallproteinasen, sauren Proteinasen und Nicht-Trypsin-Serin-Proteinasen 10 
besteht. 

30. Ein Verfahren gemass Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet dass der inhibitor aus der Gruppe von 
Nicht-Trypsin Proteinase-lnhibitoren, bestehend aus Inhibitoren von Thiolproteinasen, Metallproteinasen, 
sauren Proteinasen und Serin-Proteinasen, ausgewahlt ist. 

31 . Ein Verfahren gemass Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass die Pflanze eine Dikotyledone ist, 15 
typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Obst-Iiefernden Pflanzen, Gemuse- und 
Knolien-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterieguminosen, Fasern- und Holz-liefern- 

den Pflanzen sowie Drogen-enthaltenden Pflanzen. 

32. Ein Verfahren gemass Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone aus der Gruppe 

von Gattungen ausgewahlt ist, bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), Soianum (Kartoffeln), Pisum 20 
(Erbsen), Beta (Ruben), Glycine (Sojabohnen), Brassica (Raps und Kohl), Gossypium (Baumwolle) und 
Nicotians (Tabak). 

33. Ein Verfahren gemass Anspruch 31 , dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone aus der Gruppe 
von Gattungen ausgewahlt ist, bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), Soianum (Kartoffeln), Gossypium 
(Baumwolle) und Nicotiana (Tabak). 25 

34. Ein Verfahren gemass Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor ein 
Nicht-Trypsin-Serin-Proteinase-lnhibitor ist. 

35. Ein Verfahren gemass Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor der 
Serin-Proteinase Chymotrypsin ist. 

36. Ein Verfahren gemass Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Eglin C oder eine 30 
Eglin C-Mutante ist. 

37. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, basierend auf dem Prinzip, den Schadling einer pestizid 
wirksamen Menge wenigstens eines Proteinase-lnhibitors ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
Inhibitoren von Serin-Proteinasen, Thiolproteinasen, Metallproteinasen und sauren Proteinasen in oder 

auf einer Pflanze auszusetzen. dadurch gekennzeichnet, dass 35 

(a) besagter Inhibitor biologisch in der Pflanze als Ergebnis der Expression eines fremden Gens, 
das den Proteinase-lnhibitor kodiert, oder als Ergebnis der Expression eines oder mehrerer fremder 
Gene, die einen oder mehrere Vorlaufer des Proteinase-lnhibitors kodieren, synthetisiert wird; wobei 

(b) besagte Pflanze eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 

aus Getreide, Gemuse- und Knolien-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futter- und 40 
Rasengrasern, Fasern- und Hotz-liefernden Pflanzen sowie Gewiirz- und Duftpflanzen. 

38. Ein Verfahren gemass Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass der besagte Proteinase-lnhibitor 
ein Inhibitor einer Serin-Proteinase ist. 

39. Ein Verfahren gemass Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor von 
Trypsin oder Chymotrypsin oder einer Proteinase ist, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelie 45 
Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. 

40. Ein Verfahren gemass Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus dem Kunitz-Trypsin-Inhibitor aus Sojabohnen, ai -Antitrypsin, Eglin C und 
Eglin C-Mutanten. 

41 . Ein Verfahren gemass Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass besagter Proteinase-lnhibitor em 50 
Inhibitor einer Thiolproteinase ist. 

42. Ein Verfahren gemass Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Cystatin, Calpastatin, Bromelain-lnhibitor, Antipain, Leupeptin, Chymostatin, 
E64 und dessen Abkommlingen sowie Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelie 
Aehnlichkeit mit den genannten haben. 55 

43. Ein Verfahren gemass Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Antipain oder 

Leupeptin ist. 

44. Ein Verfahren gemass Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Huhnereiweiss-Cy- 

statinist. . . 

45. Ein Verfahren gemass Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone Mais ist. 60 

46. Ein Verfahren gemass Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ein Vertreter der 
Ordnungen Coieoptera oder Lepidoptera ist. 

47. Ein Verfahren gemass Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ausgewahlt ist aus 
der Gruppe von Gattungen bestehend aus Diabrotica, Diatraea, Ostrinia und Heliothis. 

48. Ein Verfahren gemass Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling Diabrotica oder 65 
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Ostrinia\s\. 

49. Ein Verfahren gemass Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor in den 
Wurzeln, Stengeln, Blattern, Samen oder Pollen der Pflanze exprimiert wird. 

50. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, basierend auf dem Prinzip, den Schadling einer pestizid 
5 wirksamen Menge wenigstens eines Proteinase-lnhibitors ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 

Inhibitoren von Serin-Proteinasen, Thiolproteinasen, Metaliproteinasen und sauren Proteinasen in oder 
auf einer Pflanze auszusetzen, wobei: 

(a) besagter Inhibitor biologisch in der Pflanze ais Ergebnis der Expression eines fremden Gens, 
das den Proteinase-lnhibitor kodiert. oder als Ergebnis der Expression eines oder mehrerer fremder 

70 Gene, die einen oder mehrere Vorlaufer des Proteinase-lnhibitors kodieren, synthetisiert wird; 

(b) besagte Pflanze eine Dikotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
Getreide. Protein-liefernden Pflanzen, Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse-und Knollen-liefernden 
Pflanzen. Nusse-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen, Fasern- und 
Holz-liefernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

75 51 . Ein Verfahren gemass Anspruch 50, dadurch gekennzeichent, dass der besagte Proteinase-lnhibitor 

ein Inhibitor einer Serin-Proteinase ist. 

52. Ein Verfahren gemass Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor von 
Trypsin oder Chymotrypsin oder einer Proteinase ist, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelle 
Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. 
20 53. Ein Verfahren gemass Anspruch 51 , dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 

der Gruppe bestehend aus dem Kunitz-Trypsin-lnhibitor aus Sojabohnen, ai -Antitrypsin, Eglin C und 
Eglin C-Mutanten. 

54. Ein Verfahren gemass Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, dass besagter Proteinase-lnhibitor ein 
Inhibitor einer Thiolproteinase ist. 
25 55. Ein Verfahren gemass Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, dass der inhibitor ausgewahlt ist aus 

der Gruppe bestehend aus Cystatin, Calpastatin, Bromelain-lnhibitor, Antipain, Leupeptin, Chymostatin, 
E64 und dessen Abkommlingen sowie inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelle 
Aehnlichkeit mit den genannten haben. 

56. Ein Verfahren gemass Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Antipain oder 
30 Leupeptin ist. . 

57. Ein Verfahren gemass Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet. dass der Inhibitor Huhnereiweiss-Cy- 

statinist. 

58. Ein Verfahren gemass Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone Kartoffel, Raps, 
Tomate, Sojabohne, Erbse oder Baumwolle ist. 

35 59. Ein Verfahren gemass Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ein Vertreter der 

Ordnungen Coleoptera oder Lepidoptera ist. 

60. Ein Verfahren gemass Anspruch 59, dadurch gekennzeichnet. dass der Schadling aus der Gruppe 
von Gattungen ausgewahlt ist bestehend aus Diabrotica, Diatraea, Ostrinia, Heliothis, Spodoptera und 
Anthonomus. 

40 61 . Ein Verfahren gemass Anspruch 60, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling em Kartoff elkafer 

ist. 

62. Ein Verfahren gemass Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor in den 
Wurzeln, Stengeln, Blattern, Samen oder Pollen der Pflanze exprimiert wird. 

63. Eine Pflanze, die ein fremdes Gen, welches fahig ist, einen Proteinase-lnhibitor zu exprimieren, oder 
45 ein fremdes Gen oder eine fremde Gengruppe, die fahig ist, einen oder mehrere Vorlaufer eines 

Proteinase-lnhibitors zu exprimieren, enthalt, dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) besagtes Gen oder besagte Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der 
einen Proteinase-lnhibitor oder einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors kodiert, 
wobei der Proteinase-lnhibitor aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren der Serin-Proteinasen, 

50 Thiolproteinasen, Metaliproteinasen und sauren Proteinasen ausgewahlt ist; wobei 

(b) besagte Pflanze entweder 

(i) eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futter- und Rasengrasern, 
Fasern- und Holz-liefernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen ; oder 
55 (ii) eine Dikotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 

Protein-liefernden Pflanzen. Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse-und Knollen-liefernden Pflanzen, 
Nusse-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen, Fasern- und Holz-lie- 
fernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. _ . 

64. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone Typmassig 
60 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Getreide, Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen. 

Zuckerpflanzen sowie Futter- und Rasengrasern. 

65. Eine Pflanze gemass Anspruch 64, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone ausgewahlt 
ist aus der Gruppe von Gattungen bestehend aus Avena (Hafer), Hordeum (Gerste). Oryza (Reis). 
Sorghum (Hirse), Triticum (Weizen), Dactylis (Knauelgras) und Saccharum (Zuckerrohr), sowie Zea mays 

65 (Mais). 
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66. Eine Pflanze gemass Anspruch 64, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyle ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Zea mays (Mais) und Dacty/is (Knauelgras). 

67. Eine Pfianze gemass Anspruch 63. dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone typmassig 
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse- und Knollen-liefernden 
Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpf ianzen, Futterleguminosen sowie Fasern- und Holztiefernden Pflanzen. 5 

68. Eine Pflanze gemass Anspruch 67, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone ausgewahlt ist 
aus der Gruppe von Gattungen, bestehend aus Lycopersfcon (Tomate), Solanum (Kartoffel), Pisum 
(Erbse), Beta (Rube), Glycine (Sojabohne), Brassica (Raps und Kohl) und Gossypium (Baumwolle). 

69. Eine Pfianze gemass Anspruch 67, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyle ausgewahlt ist aus 

der Gruppe von Gattungen bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), Solanum (Kartoffeln) und 10 
Gossypium (Baumwolle). 

70. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor von einem Tier, 
einem Bakterium, einem Pilz oder von einer Pflanze, die einer anderen Art als die Zielpflanze angehort, 
abstammt oder dass das Inhibitorgen wesentliche Sequenz-Homologie mit einem Proteinase-lnhibitor- 

gen hat, das aus einem der vorgenannten Organismen abstammt. 15 

71. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor ein 
Inhibitor einer Serin-Proteinase ist. 

72. Eine Pflanze gemass Anspruch 71 1 dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor ein 
Inhibitor von Trypsin oder Chymotrypsin oder ein Inhibitor einer Proteinase ist, die eine wesentliche 
strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. 50 

73. Eine Pflanze gemass Anspruch 71, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor 
wenigstens einer Serin-Proteinase ist, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Thrombin, Plasmin, 
Elastase, Kallikrein, Subtilisin, Cathepsin G. Chymase, Acrosin, Plasminogen-Aktivator, Ci-Esterase, 
Enterokinase, Tryptase, Post-Prolin-schneidendem Enzym (Prolyl-Endoproteinase), ATP-abhangiger 
Protease, Therm itase, Mastzellen-Proteinase I und II, Streptomyces pr/sews-Proteinase A, Staphylococ- 25 
cus aureus V8-Proteinase, Tene/jnoa-Proteinase, Urokinase, Blutgerinnungsfaktoren, Komplement-akti- 
vierenden Faktoren und den Serin-Carboxypeptidasen sowie einer Proteinase, die eine wesentliche 
strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

74. Eine Pflanze gemass Anspruch 73, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Vertreter der 
Bowman-Birk Inhibitor-Familie, der Sojabohnen-Kunitz Inhibitor-Familie, der Rinderpankreas-Trypsin 30 
(Kunitz) Inhibitor-Familie, der Kazal-Trypsin Inhibitor-Familie, der Sfrepto/nyces-Subtilisin Inhibitor-Fami- 
lie, der Kartoffel-lnhibitor I-Familie, der Kartoff el-Inhibitor ll-Familie, der ai-Proteinase Inhibitor-Familie, 

der Hirudin-Familie, der Bdellin-Familie, der Eglin-Familie, der lnter-cti -Trypsin Inhibitor-Familie, der 
Serpin-Ueberfamilie, der Cl-lnhibitor-Familie, der Ascaris Inhibitor-Familie, der Leupeptine, der Anti paine, 
Elastinal und Chymostatin oder ein inhibitor ist, der eine wesentliche strukturelle oder funktionelle 35 
Aehnlichkeit mit einem der genannten hat. 

75. Eine Pflanze gemass Anspruch 71, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor von 
Chymotrypsin oder einer Proteinase ist, die wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit 
Chymotrypsin hat. 

76. Eine Pflanze gemass Anspruch 75, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Kartoffel 1-, 40 
Kartoffel II-, Tomaten I- oder Tomaten It-Inhibitor ist. 

77. Eine Pflanze gemass Anspruch 71, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Soja Kunitz Trypsin-lnhibitor, ai-Antitrypsin, Eglin C und Eglin C-Mutanten. 

78. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor einer 
Thiolproteinase ist. 45 

79. Eine Pflanze gemass Anspruch 78, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Papain, Bromelain, Ficin, Calpain, Cathepsin B, Cathepsin C. 
Cathepsin L, Cathepsin H, Cathepsin S, Chymopapain, Clostripain, Asclepain, Prolyl-Endopeptidase, 
Pyroglutamyi-Peptidase, Dipeptyl-Proteinase I, Hefe-Proteinase B, Streptococcus Proteinase, Staphylo- 
coccus Thiolproteinase und Actinidin sowie einer Proteinase, die eine wesentliche strukturelle oder 50 
funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

80. Eine Pflanze gemass Anspruch 78, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Cystatin, Calpastatin, Bromelain-lnhibitor, Antipain, Leupeptin, Chymostatin, 
E64 und dessen Abkommlingen sowie Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelle 
Aehnlichkeit mit den genannten haben. 55 

81. Eine Pflanze gemass Anspruch 80, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Antipain Oder 
Leupeptin ist. 

82. Eine Pflanze gemass Anspruch 80, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Huhnereiweiss-Cystatin, Human-Cystatin A, Human-Cystatin B, Human-Cy- 
statin C, Human-Cystatin S, Ratten-Cystatin a, Ratten-Cystatin P und Kininogen, L-Kininogen und 60 
H-Kininogen. 

83. Eine Pflanze gemass Anspruch 80, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Huhnereiweiss-Cy- 
statin ist. 

84. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor einer 
Metailproteinase ist. 55 
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85. Eine Pflanze gemass Anspruch 84, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor der 
Carboxypeptidase A, Carboxypeptidase B, Aminopeptidase, Kollagenase, Calcium-abhangigen neutralen 
Proteinase, von Thermolysin, des Anglotension-umbauenden Enzyms, der renalen Dipeptidase, der 
Enkephalinase, Gelatinase oder Keratinase Oder ein Inhibitor einer Proteinase ist, die eine wesentliche 
strukturelle oderfunktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat 

86. Eine Pflanze gemass Anspruch 84, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Kartoffel Carboxypeptidase-lnhibitor, Saugetier Kollagenase-Inhibitor, 
a2-Makrog!obuIin, Gewebe-Bradykinin-verstarkendem Peptid, Phosphoramidon, Bestatin und Amastatin 
sowie Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit den genannten 
haben. 

87. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor einer 
sauren Proteinase ist. 

88. Eine Pflanze gemass Anspruch 87, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Pepsin, Renin, Cathepsin D, Chymosin, Penicillinopepsin und 
der Scytalidium sauren Protease B sowie aus Inhibitoren einer Proteinase, die wesentliche strukturelle 
oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. 

89. Eine Pflanze gemass Anspruch 87, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Pepstatin, Ascaris Carboxylproteinase-lnhibitor, Bauhinia Pepsin Inhibitor, 
Scopoliajaponica Proteinase-lnhibitor und Kartoffel Cathepsin D-lnhibitor sowie eines Inhibitors, der eine 
wesentliche strukturelle oderfunktionelle Aehnlichkeit mit den vorgenannten hat. 

90. Eine Pflanze, die ein fremdes Gen, welches fahig ist, einen Proteinase-lnhibitor zu exprimieren, oder 
ein fremdes Gen oder eine fremde Gengruppe, die fahig ist, einen oder mehrere Vorlaufer eines 
Proteinase-lnhibitors zu exprimieren, enthalt, dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) besagtes Gen oder besagte Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der 
einen Proteinase-lnhibitor oder einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors kodiert, 
wobei der Proteinase-lnhibitor aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren der Thioiproteinasen, 
Metallproteinasen, sauren Proteinasen und Nicht-Trypsin-Serin-Proteinasen ausgewahlt ist; wobei 

(b) besagte Pflanze entweder 

(i) eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futter- und Rasengrasern, 
Fasern- und Holz-liefernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen; oder 

(ii) eine Dikotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Protein-liefernden Pflanzen, Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, 
Nusse-Iiefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen, Fasern- und Holz-lie- 
fernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

91. Eine Pflanze gemass Anspruch 90, dadurch gekennzeichnet, dass besagtes Gen oder besagte 
Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der einen Nicht-Trypsin-Proteinase-lnhibi- 
tor oder einen oder mehrere Vorlaufer eines Nicht-Trypsin-Proteinase-lnhibitors kodiert, wobei der 
Proteinase-lnhibitor aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren der Thioiproteinasen, Metallproteinasen, 
sauren Proteinasen und Serin-Proteinasen ausgewahlt ist. 

92. Ein Verfahren gemass Anspruch 90, dadurch gekennzeichnet, dass die Pflanze eine Dikotyledone ist, 
typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend auf Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse- und 
Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen, Fasern- und Holz-liefern- 
den Pflanzen sowie Drogen-enthaltenden Pflanzen. 

93. Ein Verfahren gemass Anspruch 92, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone aus der Gruppe 
von Gattungen ausgewahlt ist, bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), So/anum (Kartoffeln), Pisum 
(Erbsen), Beta (Ruben), Glycine (Sojabohnen), Brassica (Raps und Kohl), Gossypium (Baumwolle) und 
Nicotiana (Tabak). 

94. Ein Verfahren gemass Anspruch 92, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone aus der Gruppe 
von Gattungen ausgewahlt ist, bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), Solanum (Kartoffeln), Gossypium 
(Baumwolle) und Nicotiana (Tabak). 

95. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass sie ein fremdes Gen enthalt, das 
fahig ist, einen Proteinase-lnhibitor zu exprimieren, oder ein fremdes Gen oder eine fremde Gengruppe, 
fahig, einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors zu exprimieren, dadurch gekennzeichnet, 
dass 

(a) besagtes Gen oder besagte Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der 
einen Proteinase-lnhibitor oder einen Vorlaufer fur einen Proteinase-lnhibitor kodiert, ausgewahlt 
aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Serin-Proteinasen, Thioiproteinasen, Metallproteina- 
sen und sauren Proteinasen; und 

(b) besagte Pflanze eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 
aus Getreide, Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futter- und 
Rasengrasern, Fasern- und Holz-liefernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

96. Eine Pflanze gemass Anspruch 95, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone Mais ist. 

97. Eine Pflanze gemass Anspruch 95, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ein Vertreter der 
Gattungen Diabrotica oder Ostrinia ist. 
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98. Eine Pflanze gemass Anspruch 95, dadurch gekennzeichnet, dass der Protein-Inhibitor in den 
Wurzeln, Stengeln, Blattern, Samen Oder Pollen der Pflanze exprimiert wird. 

99. Eine Pflanze gemass Anspruch 98, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor in den 
wurzeln der Pflanze exprimiert wird. 

100. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass sie ein fremdes Gen enthalt, 5 
das fahig ist, einen Proteinase-lnhibitor zu exprimieren, oder ein fremdes Gen oder eine fremde 
Gengruppe, fahig, einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors zu exprimieren, dadurch 
gekennzeichnet, dass 

(a) besagtes Gen oder besagte Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der 
einen Proteinase-lnhibitor oder einen Vorlaufer fur einen Proteinase-lnhibitor kodiert, ausgewahlt 10 
aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Serin-Proteinasen, Thiolproteinasen, Metallproteina- 

sen und sauren Proteinasen; und 

(b) besagte Pflanze eine Dikotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
Getreide, Protein-Iiefernden Pflanzen, Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse-, und Knollen-Iiefernden 
Pflanzen, Nusse-Iiefernden Pflanzen, Oelpfianzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen, Fasern- und 15 
Holz-liefernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

101. Eine Pflanze gemass Anspruch 100, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone Tomate, 
Kartoffel, Erbse, Sojabohne, Raps oder Baumwolle ist. 

102. Eine Pflanze gemass Anspruch 100, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ein 
Kartoffelkaferist. 20 

103. Eine Pflanze gemass Anspruch 100, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor in den 
Wurzeln, Stegeln, Blattern, Samen oder Pollen der Pflanze exprimiert wird. 

104. Eine DNA-Sequenz, die Huhnereiweisscystatin kodiert, dadurch gekennzeichnet, dass es. sich um 
in Mais bevorzugte Codons handelt. 

105. Eine DNA-Sequenz gemass Anspruch 104, dadurch gekennzeichnet, dass sie die DNA-Sequenz 25 
von Fig. 9 umfasst. 

106. Ein Vektor, der eine DNA-Sequenz umfasst, die einen Proteinase-lnhibitor kodiert, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Vektor zur Transformation von Pflanzenzellen oder von Agrobactehum 
verwendet werden kann. 

107. Ein Vektor gemass Anspruch 106, dadurch gekennzeichnet, dass er ein vom Ti-Plasmid 30 
abgeleiteter Vektor ist. 

108. Ein Vektor gemass Anspruch 106, dadurch gekennzeichnet, dass er von den Plasmiden pCIB10, 
pCIB710 oder pCIB715 abgeteitet ist. 
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Ilia : lis SYHTHETISCHE FRAGMENTE ZUR KONSTRUKTION OES 
KUHITZ TRYPSIN- INHIBITOR- GENS AUS SOJABOHNEN 



mRNA Strang 

5M GA TCCATGAAGA GCACCATCTT CTTTGCTCTC TTTCTGTTTT GTGCCTTC 
3M GCGTTT GGTGGTGTCT AAGAACAAAC CGTTAGTGGT TCAGTTTCAA AAACTTGATA 
AGGAGTCACT CTAG 

cONA Strang 

3C GATC CTAGAGTGAC TCCTTATCAA GTTTTTGAAA CTGAACCACT AACGGTTTCT 

TCTTAGACAC CACCAA 
5C GTGAAG GCACAAAAGA GAAAGAGAGC AAAGAAGAXG GTGCTCTTCA TGGATC 



